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1 Einleitung 
Der Begriff Immuntherapie beschreibt Behandlungsansätze, die durch Mobilisierung oder 
Manipulation des Immunsystems einen therapeutischen Effekt für den Patienten erzielen. 
Im Kontext der Krebstherapie sind immuntherapeutische Strategien zu nennen, die die 
Immunogenität des Tumors erhöhen, Immunzellen gezielt zur Bekämpfung der 
Krebszellen rekrutieren oder die Krebszellen direkt durch Immuntherapeutika eliminieren. 
Immuntherapeutische Ansätze in der Onkologie können sein:  
 die unspezifische aktive Immuntherapie, bei der das Immunsystem mit 
mikrobiellen Bestandteilen und CpG-Oligonukleotiden aktiviert wird, 
 die unspezifische passive Immuntherapie, bei der das Immunsystem durch 
systemische Zytokingabe stimuliert wird, 
 die antigenspezifische passive Immuntherapie mit Antikörpern oder zytotoxischen 
Immunzellen, die die Targetzellen bekämpfen, 
 die antigenspezifische aktive Immuntherapie (Vakzinierung), bei der das 
Immunsystem des Patienten gezielt gegen Tumorantigene sensibilisiert werden 
soll.
1
 
In dieser Arbeit werden Antikörperfragmente gegen leukämische und dendritische Zellen 
generiert, charakterisiert und funktionalisiert. Dazu wird die „Phage Display“ Technologie 
als Methode zur Isolation spezifischer Binder und die Zielzellen im Folgenden vorgestellt.  
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1.1 Generierung spezifischer Antikörperfragmente 
mittels „Phage Display“ 
Die „Phage Display“ Technologie ist eine Methode, bei der Peptide oder Proteine auf der 
Oberfläche von Bakteriophagen präsentiert werden. Durch die Inkubation mit einem 
beliebigen Zielantigen können Proteine mit den gewünschten Eigenschaften aus einer 
Gesamtheit von meist 10
9
-10
11
 verschiedenen Fusions-Phagen isoliert werden. Das Prinzip 
beruht auf der physikalischen Verknüpfung einer replikationsfähigen Nukleinsäure 
(Genotyp) mit einer durch diese Nukleinsäure kodierten Eigenschaft (Phänotyp). Dafür 
wird die DNA des zu präsentierenden Proteins mit dem Gen eines Phagen-Hüllproteins 
fusioniert. Während der Phagen-Replikation werden diese Fusionsproteine exprimiert und 
beim Zusammenbau der DNA-umgebenden Phagenhülle analog der Wildtypproteine 
eingebaut. Dadurch ist der Phage, der das kodierte Protein präsentiert, gleichzeitig Träger 
seiner DNA. Das „display“ auf verschiedenen Bakteriophagentypen wurde neben der 
Verwendung von anderen replikationsfähigen Partikeln, wie Hefen oder Ribosomen, in den 
letzten Dekaden auf Grund einiger Vorteile etabliert.
2
 Dazu gehören:  
 die flexible Anwendung der Phagen Bibliotheken in vitro und in vivo,3 
 die routinemäßige Klonierung hoch diverser naiver, immuner oder synthetischer 
Bibliotheken,
4
  
 die Übertragbarkeit auf vollautomatisierte Protein-Protein-Interaktionsanalysen im 
Hochdurchsatzverfahren,
5, 6
  
 die Anwendbarkeit der in vitro Selektion auf toxische oder nicht immunogene 
Substanzen
7
 und 
 die Robustheit und einfache Handhabung der Bakteriophagen. 
 
Der Einsatz der „Phage Display“ Technologie ermöglicht die Generierung spezifischer 
Bindemoleküle zu nahezu jedem beliebigen Antigen innerhalb weniger Wochen ohne den 
Bedarf einer speziellen Laborausstattung. Sie ist damit ein wichtiges Instrument der 
Immunologie, Pharmakologie und der Arzneimittelentwicklung geworden. Hauptsächlich 
wird sie angewandt, um spezifische Antikörperfragmente für ein bestimmtes Zielantigen 
zu finden. Diese Fragmente können Einzelkettenantikörper („single-chain variable 
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fragment“, scFv) oder Fab-Fragmente („fragment antigen binding“) sein, die für die 
Antigenbindung verantwortlich sind (Abb. 1–1). Bei einer scFv handelt es sich um ein 
Antikörperfragment, das nur aus den variablen Domänen der schweren und der leichten 
Kette besteht, die über ein synthetisches Verbindungspeptid („linker“) miteinander 
verbunden sind. Ein Fab-Fragment besteht neben den variablen Domänen zusätzlich noch 
aus jeweils einer konstanten Region der schweren und leichten Kette. Innerhalb der 
variablen Domäne befinden sich je drei „complementarity determining regions“ (CDR), 
die maßgeblich für die Bindung zu einem bestimmten Antigen verantwortlich sind. Sie 
bestimmen sowohl Spezifität als auch Affinität des Binders. Mit etwa 25 kDa entspricht 
die Größe einer scFv nur einem Sechstel des Volllängenantikörpers und der Hälfte eines 
Fab-Fragmentes. Der Vorteil eines solch kleinen Moleküls ist, dass es die Spezifität des 
Volllängenantikörpers besitzt, jedoch die Produktion dieser rekombinanten Proteine in 
prokaryotischen Expressionssystemen auf Grund ihrer geringeren Komplexität vereinfacht 
wird. Je nach Applikation ist es zusätzlich meist von Vorteil, dass derartige Moleküle auf 
Grund ihrer Größe eine bessere Gewebepenetration zeigen und somit besser zu ihrem 
Zielantigen gelangen als ihr größeres Pendant. Von klinischer Relevanz ist auch die durch 
die Größe bedingte erhöhte renale „clearance“, die für die schnelle Eliminierung der scFv-
Moleküle sorgt sowie die Verringerung der antikörperassoziierten Nebenwirkungen durch 
das Fehlen des konstanten Fc („crystallizable fragment“)-Fragmentes.8, 9 
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Abb. 1–1. Schematische Darstellung eines Antikörpermoleküls und der davon abgeleiteten Fragmente: 
A. Der Volllängenantikörper besteht aus der schweren Kette (H, blau) und der leichten Kette (L, gelb). Die 
beiden schweren Ketten sind über eine Disulfidbrücke (S-S) im „hinge“ Bereich (rot) verbunden. Man 
unterteilt in konstante (CL und CH1-3) und variable (VL, VH) Regionen. Die „complementarity determining 
regions“ (CDR, türkis) innerhalb der variablen Region bestimmen die Bindung zu einem Antigen. 
Funktionale Antikörperfragmente sind das „fragment antigen binding“ (Fab) und die „single-chain variable 
fragment“ (scFv), bei der die variablen Regionen über einen „linker“ miteinander verbunden sind. B. Die 
dreidimensionale „cartoon“-Ansicht der Faltblatt- und Schleifenstruktur einer scFv (VH blau, VL gelb) zeigt 
die Exposition der CDR (türkis) für einen optimalen Kontakt zum Antigen (grüner Pfeil). 
 
Die genetische Information, die für die Antikörperfragmente kodiert, ist in der Regel von 
peripheren B-Lymphozyten immunisierter oder nicht-immunisierter (naiver) Spender 
isoliert. Dabei ist das B-Zell-Repertoire immunisierter Spender auf das applizierte Antigen 
beschränkt. Stehen keine immunisierten Spender zur Verfügung, ist die gezielte 
Immunisierung auf Tiere begrenzt, wodurch meist murine Bibliotheken entstehen, die beim 
Menschen eine Immunreaktion auslösen können. So haben murine Antikörper nach 
Applikation in den Menschen die unerwünschte Humane-Anti-Maus-Antikörper (HAMA)-
Reaktion gezeigt, bei der das kompetente Immunsystem des Patienten das murine Protein 
als fremd erkennt und zum überwiegenden Teil Antikörper gegen spezifische 
Determinanten des murinen IgG Isotypen bildet. Dieser Effekt wird durch die mehrmalige 
Gabe noch verstärkt und limitiert die therapeutische Anwendung enorm. Bereits bei der 
zweiten Applikation kann es zur HAMA-bedingten vollständigen Neutralisierung der 
murinen Antikörper und in schweren Fällen sogar zu einem lebensbedrohlichen 
Nierenversagen kommen. Die Antigenität der murinen Antikörper kann durch die 
Entwicklung chimärer oder humanisierter Antikörper verringert werden. Nur bei 1-2 % der 
behandelten Patienten treten dabei die Bildung anti-idiotypischer Antikörper gegen die 
residualen murinen CDR (humane-Anti-Chimär-Antikörper, HACA) oder gegen 
Volllängenantikörper
Fab-Fragment
scFv
linker
scFv
A B
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allotypische Epitope und Glykosylierungen der humanen konstanten Region (Humane-
Anti-Human-Antikörper, HAHA) auf. Zudem wurden nur geringe Titer dieser Antikörper 
im Patientenserum gemessen, so dass eine wiederholte Gabe über Monate möglich ist. Die 
Minimierung und Entfernung des murinen Anteils ist daher für die rationale Entwicklung 
therapeutischer Antikörper erstrebenswert. Die Isolation von B-Zellen aus dem Menschen 
erlaubt die Konstruktion humaner „Phage Display“ Bibliotheken, deren humanes 
Rahmengerüst („framework“) weniger immunogen ist und somit unerwünschte 
Immunreaktionen auf ein Minimum zu reduzieren vermag.
10
 Man unterscheidet zwischen 
den antigenreaktiven B-Zellen immuner Patienten, deren Seren durch die produzierten 
Antikörper reaktiv gegen das gewählte Antigen sind, und naiven B-Zellen, deren 
Repertoire auf Grund des fehlenden Antigenkontaktes uneingeschränkt ist. Zur weiteren 
Erhöhung der Diversität, können die CDR durch Polymerase-Kettenreaktion („polymerase 
chain reaction“, PCR) und randomisierte Oligonukleotidprimer artifiziell mutiert werden.11 
Neben der Generierung von Antikörperfragmenten gegen ein bestimmtes Zielantigen, 
üblicherweise auf der Oberfläche von eukaryotischen oder prokaryotischen Zellen, sind 
weitere Beispiele für die vielseitige Anwendung der „Phage Display“ Technologie zu 
nennen: 
 die Selektion hochaffiner Klone nach zielgerichteter oder zufälliger Mutagenese 
der Antigenbindungsstellen eines bereits bekannten Binders, 
 die Isolation von Bindern zu Rezeptoren, deren natürlicher Ligand noch unbekannt 
ist, sogenannte „orphan receptors“, 
 die Selektion von DNA-bindenden Proteinen und 
 die Identifizierung von Epitopen,12 Mimotopen und funktionalen sowie 
zugänglichen Bereichen von Antigenen, die von monoklonalen Antikörpern 
erkannt werden (SEREX).
13
 
 
Für die letztgenannte Verwendung werden die vom Bakteriophagen präsentierten Peptide 
(meist sechs bis acht Aminosäuren lang) mit antikörperhaltigem Serum eines Patienten 
inkubiert
14
. Anhand des isolierten Peptids kann das eigentliche Epitop identifiziert werden. 
Je nach Anwendung wird es zur therapeutischen Neutralisierung des Serumantikörpers bei 
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chronischen Erkrankungen oder als Vakzine in einer neuen Impfstrategie gegen 
Infektionen oder Krebserkrankungen eingesetzt.
15
 
Bereits 1985 wurde das Prinzip des Genotyp-Phänotyp-Komplexes durch die Präsentation 
von Polypeptiden auf der Oberfläche von filamentösen Bakteriophagen (Abb. 1–2) 
umgesetzt.
16
 Der Vorteil von filamentösen Phagen ist, dass ihre Größe nicht festgelegt ist, 
sondern sich flexibel nach der Größe der verpackten DNA richtet. Die Insertion von 
Fremd-DNA in ihr Genom hat somit den Bau eines längeren Phagenpartikels zur Folge, die 
Funktionalität bleibt dabei unbeeinflusst. 
 
 
Abb. 1–2. Darstellung eines filamentösen Bakteriophagen: A. Elektronenmikroskopische Aufnahme† eines 
filamentösen M13 Phagen. B. Schematische Darstellung eines filamentösen Phagen mit seinen Hüllproteinen 
pIII, pVI, pVII, pVIII und pIX, die die Einzelstrang-DNA (ssDNA) verpacken. Dabei sind die pVIII 
Hüllproteine in einem Winkel von 20° angeordnet. 
 
Diese Technik wurde zur Präsentation von Antikörperfragmenten weiterentwickelt. 
Verschiedene Varianten der „display“-Methode auf filamentösen Phagen wurden seitdem 
konstruiert. Es gibt Bibliotheken mit Fusionsproteinen an das Haupthüllprotein („major 
coat protein“) pVIII, das mit etwa 2700 Kopien den umhüllenden Schlauch des Phagen 
bildet, sowie mit Fusionen an die Nebenhüllproteine („minor coat protein“) pIII, pVI, pVII 
                                                 
†
Bildmaterial von Professor Karl Johnson, Haverford College, Haverford PA USA erhalten und mit Erlaubnis 
verwendet.  
50 -1000 nm
20 
pVIII
pIII
pVI pVII
pIX
ssDNA
6 nm
A
B
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und pIX, die jeweils in fünffacher Ausführung am Ende eingebaut sind.
17
 Die Beibehaltung 
der nativen Konformation sowie die unbeeinträchtigte Bindeaktivität der präsentierten 
Proteine ist dabei essentiell. Der Großteil der verwendeten Varianten präsentiert das 
Fusionsprotein über das „minor coat protein“ pIII18 oder das „major coat protein“ pVIII. 
Bei den 2700 Kopien des pVIII können etwa 10 % fusioniert sein, ohne die Funktion der 
Proteinhülle zu beeinträchtigen. Die hohe Valenz der präsentierten Proteine ermöglicht 
eine Selektion von schwach bindenden scFv-Klonen, die ihre geringe Bindestärke durch 
die große Anzahl an präsentierten Bindern (Avidität) kompensiert. Das pIII Protein 
dagegen kann ein bis maximal fünf Kopien präsentieren. Diese geringe Valenz erlaubt die 
Selektion von stark bindenden scFv-Fragmenten. Da das pIII Protein essentiell für die 
Infektion von Fertilitätsfaktor-tragenden (F
+
) Escherichia coli (E. coli) Bakterien ist, muss 
die Funktionalität dieses Hüllproteins trotz Fusion stets gewährleistet sein, um die 
Selektion durchführen zu können. 
1.1.1 Die Tomlinson „Phage Display“ Bibliothek 
Eine Variante des filamentösen „Phage Display“ ist die humane, naive Tomlinson 
Bibliothek I + J, die ein scFv-Antikörperfragment auf der Oberfläche des Phagen 
präsentiert. Das scFv-Protein ist dabei N-terminal an das pIII Hüllprotein fusioniert, 
wodurch die Infektion von E. coli Bakterien weiterhin erfolgen kann. Das Fusionsprotein 
wird auf einem Plasmid-basierten pIT2 „phagemid“ Vektor kodiert, dessen DNA nur das 
scFv-gIII Fusionsgen trägt, jedoch nicht die anderen Phagengene (Abb. 1–3). Der Vorteil 
eines solchen „phagemid“ Vektor gegenüber dem Phagen Vektor, der alle Phagenproteine 
kodiert, ist die einfache Struktur. Die geringere Komplexität vereinfacht die 
Klonierungsarbeiten und erlaubt dadurch, Bibliotheken größerer Diversität zu erstellen. 
Des Weiteren ermöglicht er, die Valenz der präsentierten scFv-Proteine den 
Selektionsbedingungen anzupassen, wie in Kapitel 1.1.2 beschrieben wird. 
Die CDR in der schweren und leichten Kette wurden durch randomisierte Mutagenese 
nach dem DVT (Tomlinson I) oder NNK (Tomlinson J) Schema diversifiziert, wodurch die 
Bibliothek I auf 1,47 * 10
8
 und die Bibliothek J auf 1,37 * 10
8
 verschiedene 
scFv-Konstrukte kommt.   
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Dabei steht nach der IUPAC Nomenklatur  
N für jede beliebige Nukleobase,  
K für Thymin oder Guanin,  
D für Adenin, Guanin oder Thymin 
V für Adenin, Guanin oder Cytosin und 
T für Thymin. 
 
Das NNK Triplett kodiert für alle möglichen Aminosäuren inklusive der des „amber“ 
Stopcodons TAG. Das „ochre“ Stopcodon (TAA) und das „opal“ Stopcodon (TGA) sind 
allerdings ausgeschlossen. Nach dem DVT Schema können die sechs unterschiedlichen 
Basentripletts kodiert werden, die Beobachtungen zufolge maßgeblich in der 
Antigenbindedomäne von Antikörpern vorkommen.
11
 
Zwischen scFv und gIII sind eine sechs Histidin Aminosäuren kodierende Sequenz und das 
MYC Gen geschaltet, um das Protein für spätere Detektionsversuche und Reinigungen zu 
markieren. An der Nahtstelle dieser Markierung und der gIII Sequenz befindet sich ein 
TAG. Während in einem „suppressor“-Stamm diese Sequenz als die Aminosäure Glutamin 
transkribiert wird, erlaubt sie nach dem Transfer des „phagemid“ in einen „non-
suppressor“ Stamm die scFv als lösliches Protein ohne pIII zu exprimieren. Des Weiteren 
ist am 5`-Ende der scFv-DNA die bakterielle Pektatlyase B (pelB) Signalsequenz 
vorgeschaltet, die das Protein über den Sekretionspfad zum periplasmatischen Raum leitet. 
Die Transkription des Fusionsgens unterliegt dem Lac Promotor, gefolgt von der Shine-
Dalgarno-Sequenz als ribosomale Bindungsstelle auf der mRNA. Zusätzlich befindet sich 
auf dem „phagemid“ der Ursprung für die DNA Replikation in Prokaryoten (colE1 ori) 
sowie für die Replikation von Einzelstrang-DNA (M13 ori), die während der 
Phagenproduktion nach Infektion mit einem Helferphagen in die Phagenhülle gepackt 
wird. Durch das Ampicillin-Resistenzgen besitzen „phagemid“-tragende Bakterienklone 
einen Selektionsvorteil im ampicillinhaltigen Medium. 
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Abb. 1–3. Schematische Darstellung des Tomlinson pIT2 „phagemid“ Vektors: Der scFv vorgeschaltet 
befindet sich ein Lac Promotor (Lacpro), eine ribosomale Bindungsstelle (RBS) sowie eine pelB 
Signalsequenz (pelB). Das „single-chain“-Fragment besteht aus der schweren (VH) und leichten (VL) 
variablen Domäne, gefolgt von einem myc und polyHistidin-tag (M/H-tag), einem „amber“ Stopcodon 
(TAG) und dem Hüllproteingen (gIII). Die „phagemid“-tragenden Bakterien (E. coli F+) besitzen durch das 
kodierte Ampicillin-Resistenzgen (amp) einen Selektionsvorteil. Über den F-Pilus werden die Bakterien mit 
Helferphagen infiziert. colE1 ori: Replikationsursprung für Prokaryoten, M13 ori: Replikationsursprung für 
M13 Helferphage. 
 
Die Tomlinson Bibliothek besteht somit aus „phagemid“-tragenden E. coli Bakterien, die 
für die Produktion von scFv-präsentierenden Phagen mit einem Helferphagen über einen 
F-Pilus infiziert werden. Bis zu ihrem Gebrauch können diese Bakterien kryokonserviert 
gelagert werden.  
1.1.2 Die Selektion spezifischer scFv-Antikörper mit der 
Tomlinson „Phage Display“ Bibliothek 
Um scFv-präsentierende Phagen für eine Selektion zu produzieren, werden die 
„phagemid“-tragenden Bakterien mit einem Helferphagen infiziert. Dabei bindet das pIII 
Hüllprotein des Phagen an die Spitze eines F-Pilus des E. coli Bakteriums,
19
 wie ein 
Ligand an seinen Rezeptor. Die Effizienz der Infektion wird vor allem durch die niedrige 
Anzahl pro Bakterium sowie die Winzigkeit der F-Pili limitiert. Die Infektionsrate kann 
daher durch Zugabe eines Vielfachen an Phagenpartikeln erhöht werden. Dabei sollte ein 
Infektionsverhältnis („multiplicity of infection“; MOI) von einem Bakterium zu 20 Phagen 
(MOI ≥ 20) stets eingehalten werden. Außerdem sollte der Infektionszeitpunkt in die 
logarithmische Wachstumsphase der Bakterien gelegt sein und eine Inkubationstemperatur 
oberhalb von 34 °C gewählt werden, um die Effizienz zu verbessern.
20
  
Nach der erfolgreichen Phagenaufnahme werden die Wildtypproteine des Helferphagen 
sowie das scFv-pIII Fusionsprotein des „phagemid“ im Bakterium für die Herstellung einer 
ampcolE1 ori M13 ori
Lacpro RBS pelB M/H-tag
scFv
TAG
VH VL gIII
F-Pilus
E. coli F+
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Vielzahl von Phagen produziert. Da das Genom des Helferphagen verpackungsdefizient 
ist, wird bevorzugt die einzelsträngige „phagemid“-DNA in der Phagenhülle verpackt und 
somit ein Phänotyp-Genotyp-Komplex zwischen präsentierter scFv und verpackter DNA 
hergestellt.
21
 Je nach ausgewähltem Helferphagen kann dabei die Valenz der präsentierten 
scFv-Fragmente verändert werden.
22
 So wird durch den Einsatz eines Helferphagen mit 
gIII Deletion, wie dem M13KO7ΔpIII (Hyperphage), der kein pIII Wildtypprotein kodiert, 
ausschließlich das scFv-fusionierte pIII des „phagemid“ in die Phagenhülle eingebaut. Die 
Polyvalenz der fünffach präsentierten scFv erhöht die Avidität des Phagen-Antikörpers und 
damit seine scheinbare Bindungsstärke zum Antigen. In der ersten Selektionsrunde ist die 
Multivalenz von Vorteil, da in der großen Gesamtheit der diversen Binder jeder Klon nur 
etwa zu 1 % vorkommt.
23
 Die Wahrscheinlichkeit starke Binder zu verlieren wird durch 
ihre Darstellung in polyvalenter Form minimiert. Im Gegensatz dazu ist die Multivalenz 
für die fortgeschrittene Selektion von Nachteil, da sie auf Grund der hohen Avidität eine 
scheinbar stärkere Affinität verleiht, wodurch die Identifizierung starker Bindungen 
verhindert wird. Ab der zweiten Selektionsrunde ist daher das monovalente „display“ von 
scFv-Proteinen auf der Phagenoberfläche zu bevorzugen. Dies wird durch einen 
Helferphagen ermöglicht, dessen Genom alle Phagen Wildtypproteine kodiert. Dadurch 
können neben dem Fusionsprotein auch Wildtyp pIII Proteine in die Phagenhülle eingebaut 
werden. Bei der Infektion mit dem Helferphagen M13KO7 tragen weniger als 10 % der 
produzierten Phagen nur eine Kopie der scFv-pIII Fusion, bei den restlichen vier handelt es 
sich um den Wildtypen. Nur eine noch geringere Anzahl an Phagen trägt zwei Kopien, der 
restliche Großteil sogar nur Wildtypen. Somit ist der Hauptteil der scFv-präsentierenden 
Phagen monovalent. Dadurch kann der Fokus in der fortgeschrittenen Selektion auf starke 
Binder gelegt werden. Nach Helferphageninfektion werden bereits nach zehn Minuten die 
ersten scFv-präsentierenden Phagen von infizierten E. coli Bakterien sezerniert, ohne dass 
diese lysiert werden (Abb. 1–4).20 Für die Selektion oder die spätere Charakterisierung 
werden die ins Medium abgegebenen Phagenpartikel gefällt und können so von 
kontaminierenden Zellproteinen getrennt werden.  
1 Einleitung 11 
 
Abb. 1–4. Schematische Darstellung der Helferphageninfektion zur Produktion von scFv-präsentierenden 
Phagen: Der Helferphage infiziert über den F-Pilus das „phagemid“-tragende Bakterium (E. coli F+). Die 
produzierten Phagen präsentieren das „single-chain“ Antikörperfragment (scFv) auf dem pIII 
Phagenhüllprotein (orange). VH: schwere variable Kette (blau), VL: leichte variable Kette (gelb), CDR: 
„complementarity determining regions” (türkis), M/H-tag: myc/polyHistidin-tag. 
 
Zur Selektion positiver Binder gegen ein Zielantigen wird die Gesamtheit der 
scFv-präsentierenden Phagenbibliothek in einem als „biopanning“ bezeichneten Prozess 
mit dem Zielantigen inkubiert (Abb. 1–5).16, 22 Dieser Prozess imitiert die natürliche 
Immunselektion der B-Zellen bei Antigenkontakt in vivo und erlaubt es, 
Antikörperfragmente mit unterschiedlichen Spezifitäten aus dem Phagen „pool“ von mehr 
als 10
8
 sequenzverschiedenen scFv-Fragmenten zu isolieren.
22
 Während im Immunsystem 
nach Antigenkontakt die gebundenen B-Zellen durch Anregung zur Proliferation 
angereichert werden, verlieren nicht bindende B-Zellen und ihre Antikörper an Relevanz. 
Vergleichbar dazu ist das Entfernen von nicht bindenden oder unspezifisch bindenden 
Phagen-Antikörpern in den sich der Inkubation anschließenden Waschschritten. Die Praxis 
verschiedener Selektionstechniken hat gezeigt, dass trotz stringenter Waschmethoden und 
der Durchführung mehrerer Selektionsrunden immer ein unvermeidbarer Hintergrund an 
rückgewonnenen Phagen mit unspezifischer Bindestärke besteht.
24
 Wenn die 
Selektionsstrenge zu hoch gewählt ist, fallen selbst sehr starke Binder unterhalb dieser 
Grundausbeute unspezifischer Phagen und können nicht isoliert werden. Die 
Selektionsstrenge, bestimmt durch die Waschstringenz oder die Antigenkonzentration, soll 
pIII
Helferphage
F-Pilus
E. coli F+
scFv
CDR
M/H-tag
Phage
Phagengenom
scFv-
kodierende DNA
1 Einleitung 12 
daher der Selektionsrunde angepasst werden; je 
fortgeschrittener die Selektion ist, desto höher darf die 
Stringenz sein.  
Die Antigen-gebundenen Phagen werden separat durch 
Lösen der spezifischen Bindung, meist unabhängig von 
ihrer Bindestärke, eluiert und aufgefangen. Dabei halten 
die robusten Phagen selbst stark saure 
Elutionsbedingungen von pH 2,2, starke 
Ionenkonzentrationen und selbst denaturierende 
Lösungen und Proteasen, wie Trypsin, aus.
24
 Im 
Anschluss werden sie zur Infektion mit E. coli 
Bakterien inkubiert und für ihren weiteren Gebrauch 
amplifiziert und produziert. Meist werden drei 
aufeinanderfolgende „panning“-Runden durchgeführt, 
um eine schrittweise Anreicherung der stärksten Binder 
zu erzielen. Die einfachste und meist verwendete 
Technik zur initialen Charakterisierung der isolierten 
Klone ist die Bestimmung ihrer Bindeaktivität und 
Spezifität im Phagen-ELISA („enzyme-linked 
immunosorbent assay“). Dabei wird das Targetantigen 
immobilisiert und mit monoklonalen 
Phagenüberständen einzelner Klone inkubiert. Der 
Nachweis spezifisch gebundener Phagen erfolgt mit 
Hilfe eines anti-Phagen Antikörpers. Die detektierten 
Klone werden sequenziert und auf ihre Einzigartigkeit untersucht. Im Folgenden werden 
die Sequenzindividuen für weitere Analysen als lösliche scFv-Proteine exprimiert und 
charakterisiert. Die „Phage Display“ Technologie stellt eine schnelle und effiziente 
Methode zur Generierung diagnostisch und therapeutisch relevanter Antikörperfragmente 
dar.  
Waschen
Elution
Inkubieren
scFv-Phagen
2x
NB
SB
UB
Abb. 1–5. Schematische Darstellung 
einer „Phage Display“ Selektion: scFv-
präsentierende Phagen (scFv-Phage) 
werden mit dem Antigen (rot) 
inkubiert. Unspezifisch gebundene 
(UB) und nicht bindende (NB) Phagen 
werden abgewaschen und spezifisch 
gebundene (SB) Phagen werden eluiert. 
Die eluierten Phagen werden in zwei 
weiteren Selektionsrunden eingesetzt. 
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1.2 Leukämie  
Ausgehend von einer hämatopoetischen Stammzelle entwickeln sich im gesunden 
Menschen, unter Einfluss von Wachstumshormonen und Zytokinen, weiße (Leukopoese) 
und rote (Erythropoese) Blutzellen sowie die Blutplättchen (Thrombopoese) als zelluläre 
Bestandteile des Blutes (Abb. 1–6). Bösartige Störungen des blutbildenden Systems 
werden als hämatologische Neoplasien bezeichnet. Zu ihnen zählen das Lymphom, das 
Multiple Myelom und die Leukämie. 
 
 
Abb. 1–6. Schematische Darstellung der Hämatopoese: Ausgehend von einer proliferierenden pluripotenten 
Stammzelle entwickeln sich in der Thrombopoese, Erythropoese und Leukopoese Vorläuferzellen, die zu 
Blutzellen differenzieren. 
 
Als Leukämie bezeichnet man eine heterogene Gruppe maligner Erkrankungen, bei der 
weiße Blutkörperchen und ihre funktionslosen Vorläuferzellen (Blasten) im 
unkontrollierten Übermaß produziert werden. Sie zeichnen sich neben der abnormalen 
Proliferation von Blasten zusätzlich durch deren verlängerten Lebenszyklus aus, wodurch 
das Gleichgewicht des normalen Blutbildes gestört wird. Durch die Anreicherung dieser 
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leukämischen Blasten im peripheren Blut und im Knochenmark wird die normale 
Hämatopoese unterdrückt. Die dramatische Verminderung der Erythrozyten, Leukozyten 
und Thrombozyten ist die Ursache der charakteristischen klinischen Symptome der 
Leukämie, zu denen unter anderem plötzlicher Leistungsverlust und Müdigkeit (Anämie), 
Blutungsneigung und Petechien (Thrombozytopenie) sowie eine erhöhte Infektanfälligkeit 
(Leukozytopenie) zählen.
25
 
Die Entartung der Blutzelle kann sowohl die myeloide als auch die lymphoide Zellreihe 
betreffen und wird entsprechend in myeloische und lymphatische Leukämie unterteilt. Des 
Weiteren wird sie nach Art des Verlaufs als akut oder chronisch und auf Grund 
morphologischer Besonderheiten in reifzellige und unreifzellige Leukämietypen gegliedert. 
Unter Berücksichtigung klinischer und morphologischer Beurteilungskriterien differenziert 
man die folgenden vier Hauptgruppen
26
, die sich in der Prognose, dem Krankheitsverlauf 
und der empfohlenen Therapie unterscheiden: 
1. Chronische myeloische Leukämie (CML) 
2. Chronische lymphatische Leukämie (CLL) 
3. Akute myeloische Leukämie (AML) 
4. Akute lymphatische Leukämie (ALL) 
 
Die CML und CLL machen jeweils 25 % der diagnostizierten Leukämien aus. 
Zusammengenommen machen die AML und ALL die weiteren 50 % aus. Dabei handelt es 
sich bei Erwachsenen in 85 % der Fälle um eine akute myeloische Leukämie, womit die 
AML die am häufigsten diagnostizierte Leukämieform im Erwachsenenalter darstellt.
27
 
Mehr als 50 % dieser Diagnosestellungen betreffen Patienten > 60 Jahre (medianes Alter 
bei Diagnosestellung ist 67 Jahre), so dass in den kommenden Jahren auf Grund der 
zunehmenden Lebenserwartung und dem sich daraus ergebenen demographischen Wandel 
die AML-Inzidenz, trotz konstanter altersspezifischer Inzidenz, steigen wird.
28
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1.2.1 Die akute myeloische Leukämie und ihre Klassifizierung 
Die akute myeloische Leukämie beruht auf der malignen Entartung einer Zelle der 
myeloischen Zelllinie. Diese Blasten befinden sich in der G1-Phase des Zellzyklus und 
sind damit unfähig in die endgültig differenzierte Zelle auszureifen. Durch diesen 
Reifungsstop und durch eine ineffiziente Aktivierung des apoptotischen Programmes der 
leukämischen Zelle steigt der Blastenanteil im Blut auf über 80 %. Die Aktualität der 
lebensbedrohlichen Symptome, wie beispielsweise unstillbare Blutungen der Haut und im 
Bereich des Urogenitaltrakts oder die Gefahr der Sepsis auf Grund des Zusammenbruchs 
der Immunabwehr, führen meist zur sofortigen stationären Aufnahme. Nach der 
Bestimmung des Blastenanteils im Differentialblutbild werden weitere 
molekulargenetische, zytochemische und zytogenetische Untersuchungen sowie die 
Immunphänotypisierung des peripheren Blutes oder des Knochenmarks durchgeführt. 
Unter Berücksichtigung dieser Spezialuntersuchungen erfolgt die Differentialdiagnose, die 
es erlaubt, den Patienten entsprechend seines Leukämietyps optimal zu behandeln. Die 
Einteilung der akuten myeloischen Leukämie erfolgt seit 1976 nach Kriterien der „French-
American-British (FAB) Cooperative Group“ Klassifikation, die 1985 nochmals 
überarbeitet wurde. Sie klassifiziert systematisch nach morphologischen und 
zytochemischen Kriterien. Ergänzend dazu wurde 2001 von der „World Health 
Organization“ (WHO) eine modifizierte Klassifikation erstellt, die seitdem als Standard 
der leitliniengerechten Typisierung dient. Sie orientiert sich grundsätzlich an der FAB-
Klassifikation, bezieht aber zusätzlich zytogenetische Aspekte der Krankheit mit ein (Tab. 
1-1). Ein grundlegender Unterschied für die AML-Diagnose besteht allerdings in dem 
Herabsetzen des Blastenanteils von 30 % auf 20 % im Blut oder Knochenmark.
29
 
Außerdem wird bei Nachweis der zytogenetischen Anomalie t(8;21)(q22,q22), 
inv(16)(p13q22) oder t(16;16)(p13;q22) und t(15;17)(q22;q12), die in etwa 25 % der Fälle 
vorliegt, die AML ungeachtet des Blastenanteils diagnostiziert.
30
 Je nach 
Chromosomenveränderung kann man eine gute oder schlechte Prognose abschätzen. Wie 
in Tab. 1-1 bereits angedeutet wird, ist die Inzidenz der AML-Subtypen sehr 
unterschiedlich. Die AML M2 stellt dabei mit 25 % eine der am häufigsten 
diagnostizierten Leukämiearten neben der AML M4 dar. Doch nicht nur auf Grund der 
hohen Inzidenz, sondern auch ihrer phänotypischen Beschaffenheit, rückt sie in dieser 
Arbeit in den Fokus. Im Gegensatz zur AML M4 exprimiert sie nicht den 
Oberflächenmarker CD64,
31
 gegen den in unserer Arbeitsgruppe bereits ein effizientes 
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Antikörperfragment zur Verfügung steht [H22(scFv)-ETA`].
32
 Die AML M2 bietet somit 
ein interessantes Forschungstarget.
33
 
Tab. 1-1. Klassifikation der AML nach WHO-Kriterien. 
Akute myeloische Leukämie 
AML mit typischen genetischen Aberrationen  Fusionsgen 
AML mit t(8;21)(q22;q22) 
AML mit inv(16)(p13q22) oder t(16;16)(p13,q22) 
AML mit inv(16)(p13q22) oder t(16;16)(p13,q22) 
Akute Promyelozytenleukämie mit t(15;17)(q22;q12) 
AML mit 11q23 Aberration 
AML1/ETO 
CBFβ/MYH11 
CBFβ/MYH11 
PML/RARα 
MLL/XX-„rearrangements“ 
AML mit einer Mehrliniendysplasie 
AML ohne vorangegangenem Myelodysplastischen Syndrom (MDS) 
AML nach MDS 
therapieassoziierte AML und MDS 
AML nach Alkylantien 
AML nach Topoisomeraseinhibitoren 
Andere 
AML, die in den oben genannten Gruppen nicht kategorisiert werden können 
 entspricht FAB Inzidenz 
Minimal differenzierte AML M0 5 % 
AML ohne Reifung M1 15 % 
AML mit Reifung M2 25 % 
Akute myelomonozytäre Leukämie M4 25 % 
Akute monozytäre Leukämie M5 5 % 
Akute Erythro-Leukämie M6 5 % 
Akute Megakaryoblasten-Leukämie M7 5 % 
Akute Basophilen-Leukämie  M2 baso  
Akute Myelofibrose 
Myelosarkom/Extramedulläre Leukämie 
Akute Leukämien mit unklarer Linienzugehörigkeit 
Akute undifferenzierte Leukämie 
Akute bilineäre Leukämie 
Akute biphänotypische Leukämie 
 
Die Ätiologie der AML ist, soweit sie geklärt werden kann, multifaktoriell. Gesichert ist, 
dass ionisierende Strahlen, Benzol und Derivate, Zytostatika sowie zytogenetische 
Erkrankungen, wie Down-Syndrom, Klinefelter-Syndrom und die Fanconi-Anämie, zu 
einem erhöhten Risiko führen an Leukämie zu erkranken. Weitere Ursachen, wie der 
Einfluss von Viren (Eppstein-Barr, HTLV-1 und -2), werden diskutiert. Im Gegensatz zu 
dem Auftreten der Leukämie ohne eine erkennbare Vorerkrankung (De-novo-AML), tritt 
die sekundäre AML nach einer präexistierenden Störung der Hämatopoese 
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(myelodysplastisches Syndrom oder myeloproliferative Erkrankung) oder nach 
vorangegangener Behandlung mit Chemotherapeutika (Alkylantien, Topoisomerase II 
Inhibitoren, Strahlentherapie) auf.  
In Deutschland besteht kein zentrales Register zur Erfassung von Leukämiefällen beim 
Erwachsenen. Die Arbeitsgemeinschaft Bevölkerungsbezogener Krebsregister in 
Deutschland (ABKD), auf die sich auch Berechnungen des Robert Koch-Instituts und der 
Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. beziehen, stellt 
lediglich eine nicht flächendeckende Schätzung der Leukämiefälle ohne Aufgliederung 
ihrer Unterformen dar. Die Zahl der jährlich neuerkrankten AML-Patienten kann jedoch 
mit Hilfe des größten amerikanischen Krebsregisters SEER („Surveillance Epidemiology 
and End Results“) und Verrechnung der Bevölkerungsdaten Deutschlands auf bis zu 
12.000 geschätzt werden. Die relative 5-Jahres-Überlebensrate bei AML für Betroffene 
> 15 Jahre beträgt durchschnittlich 24 %
34
, sie variiert jedoch stark unter den Subtypen. 
Die Vergleichbarkeit mit US-Zahlen bleibt jedoch, auf Grund der unterschiedlichen 
Definitionen der Erkrankungen und Einteilung in Unterformen sowie der Inzidenz-
beeinflussenden regionalen Faktoren, wie Klima- und Umweltbedingungen, limitiert.
35
 
1.2.2 Die AML-Therapie nach AWMF Leitlinie 
Die Erstlinientherapie der akuten myeloischen Leukämie besteht in einer intensiven 
Chemotherapie, die sich in zwei Bestandteile einteilen lässt: 
1. Die Induktionstherapie strebt eine komplette Remission (CR) an, bei der der 
Blastenanteil im Blut auf < 5 % gesenkt und ein normales Blutbild wiederhergestellt wird. 
Bei Patienten, die zum Zeitpunkt der Diagnose nicht älter als 60 Jahre sind, führt die 
zytostatikabasierte Medikation (meist Cytarabin und ein Antrazyklin) in 50 bis 80 % der 
Fälle zu einer kompletten Remission. Die Höhe der Dosierung wird dabei vor allem durch 
die zelltoxische Eigenschaft der Substanzen limitiert, die auch gesunde Gewebetypen 
schädigt. Mit Ausnahme von sehr jungen pädiatrischen Patienten, wird die Dosierung auf 
der Basis der individuellen Körperoberfläche und nicht auf dem Körpergewicht berechnet 
und muss stets aktuellen Laborwerten angepasst werden. Dabei wird nach Anstieg von 
Kreatinin (> 1,5mg %), Bilirubin (> 2mg %), Transaminasen (> 2-3fache des 
Normalwertes) oder alkalischen Phosphatasen (> 2-3fache des Normalwertes) oder Abfall 
der Leukozytenzahl auf < 2000 pro mm
3
 die Dosis myelosuppressiver Zytostatika 
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adaptiert.
36
 Eine Initialbehandlung mit den hämatopoetischen Wachstumsfaktoren G-CSF 
und GM-CSF
37
 („granulocyte macrophage colony-stimulating factor“) vermag die 
Wirksamkeit der Chemotherapie sogar noch zu steigern. 
38
 
2. Für die Eradikation residualer Blasten und um ein Rezidiv zu vermeiden, folgt 
anschließend die Postremissionstherapie mit hochdosierten zytostatischen Medikamenten 
(Konsolidierungstherapie) über einen längeren Zeitraum.  
Für AML Patienten mit einer ungünstigen Prognose sowie für Patienten mit Rezidiv wird 
zusätzlich die allogene oder autologe Stammzelltransplantation (HSZT) in Betracht 
gezogen. Trotz der strikten Auswahl HLA („human leukocyte antigen“)-identischer 
Spender bei der allogenen HSZT kann es zu der gefürchteten Transplantat-gegen-Wirt-
Reaktion („graft-versus-host-reaction“; GvHR) kommen, bei der die Immunzellen 
[T-Lymphozyten und natürliche Killer (NK) Zellen] des Spenders den 
Empfängerorganismus als fremd erkennen. Diese Reaktion ist hauptsächlich gegen Haut, 
Leber und Darm gerichtet und kann tödlich sein. Die einzige Option, die Schwere dieser 
GvHR zu mindern, besteht in der Gabe von Immunsuppressiva, die das Immunsystem 
dämpfen und somit für eine starke Infektanfälligkeit des Patienten über mindestens ein Jahr 
verantwortlich sind.
39
 Zusätzlich sprechen ältere Patienten (> 60 Jahre) schlechter auf die 
derzeitig konventionelle Chemotherapie an.
40
 Dies wird durch eine hohe Therapieresistenz 
der AML-Zellen, auf Grund eines Anstiegs ungünstiger komplex aberranter Karyotypen, 
bedingt. Zusätzlich ist die Toleranz gegenüber der Chemotherapie durch eine erhöhte 
Komorbidität der Patienten verringert. Bei mehr als 30 % der Patienten ist auf Grund ihres 
schlechten Allgemeinzustandes, bedingt durch beispielsweise Kardiomyopatien oder 
verminderte Organfunktionen, keine zytostatische Therapie durchführbar. Sie können nur 
noch palliativ oder mit zytoreduktiven und zusätzlich weniger aggressiven supportiven 
Maßnahmen behandelt werden.
25
  
Obwohl die Entwicklung neuer Zytostatikakombinationen die Erfolgsrate der kompletten 
Remission verbessert hat,
41
 erleiden die meisten Patienten ein Rezidiv. Dabei besteht eine 
positive Korrelation zwischen der Anzahl der nach Standardtherapie nachgewiesenen 
residualen Blasten, also der minimalen Resterkrankung („minimal residual disease“, 
MRD), und der Überlebensrate des Patienten.
42
 Nach erneuter Induktionstherapie in der 
Zweitlinientherapie erreichen nur noch 30 bis 60 % der rückfälligen Patienten die 
komplette Remission, die zudem meist nur kurzweilig ist, so dass 70 % der AML-
Diagnosen schließlich tödlich enden.
43
 Neuerdings haben experimentelle und klinische 
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Studien gezeigt, dass eine metronomische Chemotherapie in einem antitumoralen Effekt 
resultiert. Dabei handelt es sich um eine chronische Gabe von verhältnismäßig gering 
dosierten Zytostatika in kurzen regelmäßigen Abständen. Im Vergleich zur 
konventionellen Administration kann diese Strategie in einer geringeren Toxizität und 
einem geringeren Risiko der Entstehung von resistenten Tumorzellen resultieren. Für 
Patienten mit wiederholtem Rezidiv, Rezidiv nach HSZT oder sekundärer AML wird, 
begründet auf der geringen Erfolgsrate der Standardtherapie, palliativ behandelt oder das 
Einschleusen in aktuelle klinische Studien in Betracht gezogen, in denen neue 
Therapieansätze untersucht werden.
44, 45
 
Die in den letzten Jahren neu entwickelten Therapieansätze basieren meist auf der 
Pathophysiologie der Leukämogenese und werden häufig in Kombination mit der 
Standardchemotherapie eingesetzt. Dazu gehören  
 die Blockade der ras G-Protein Aktivität durch Farnesyltransferaseinhibitoren,46 
 Inhibitoren von Tyrosinkinasen (FLT3, cKIT),47 
 die Modulation der Epigenetik mittels Inhibitoren der Histondeacetylase und DNA-
methyltransferase und  
 die Einleitung der Apoptose durch Blockade des nukleären Transkriptionsfaktors 
NF-κB („nuclear-factor-kappa B“) oder des anti-apoptotischen Proteins bcl-2.48  
 
Sehr erfolgreich ist auch die Therapie der akuten Promyelozytenleukämie (AML M3), die 
in nahezu 100 % der Fälle eine reziproke Translokation zwischen den Chromosomen 15 
und 17 aufweist, mit all-trans-Retinoinsäure (ATRA) sowohl in der Induktions- als auch in 
der Erhaltungstherapie. Als eine der wichtigsten Entwicklungen sind jedoch die 
immuntherapeutischen Ansätze zu nennen, die eine selektive Bekämpfung der entarteten 
Blastenpopulation anstreben.  
1.2.3 Die immuntherapeutische Behandlung der AML 
Die Immuntherapie bezeichnet die Beeinflussung des Immunsystems zur Behandlung von 
malignen oder Autoimmunerkrankungen. Sie kann eine Immunantwort induzieren, 
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verstärken oder unterdrücken. Im Falle einer Leukämieerkrankung wird sie nach erfolgter 
Induktionstherapie mit dem Ziel eingesetzt, residuale Blasten spezifisch zu kontrollieren 
oder sogar zu vernichten und somit möglichst die Heilung zu erreichen, zumindest aber die 
Zeit der kompletten Remission zu verlängern. Strategien, die das Immunsystem 
beeinflussen, können dabei passiver und aktiver Natur sein (Abb. 1–7). 
Bei der aktiven Immuntherapie wird eine tumorspezifische Immunantwort in vivo im 
Patienten induziert. Sie beinhaltet die Aktivierung von NK-Zellen und zytotoxischen 
T-Zellen (CTL) sowie die Produktion von Immuneffektoren, wie Antikörpern, und kann 
daher unspezifisch oder spezifisch gegen die leukämischen Blasten gerichtet sein.
49
 Die 
Induktion einer Immunantwort gegen die sonst schwach immunogenen residualen Blasten 
wurde bereits durch die Administration von Tumormaterial in klinischen Studien erreicht. 
Die Vakzinierung erfolgte dabei durch das Verabreichen von AML-spezifischen 
Peptiden
50-52
, AML-Zelllysat oder sogar ganzen bestrahlten AML-Zellen
53, 54
 sowie mit 
DNA-Vakzinen
55
. Die gleichzeitige Administration von immunmodulatorischen 
Zytokinen, wie IL-2, IL-15 und HMGB1 („high mobility group protein B1“), stimuliert 
dabei die Aktivität der Immunzellen und begünstigt dadurch die Suppression und 
Eliminierung der residualen Blasten. Eine weitere Vakzinierungsstrategie besteht in der 
Generierung von dendritischen Zellen (DZ)
56, 57
 aus patienteneigenen Stammzellen oder 
Makrophagen, die mit AML-Antigen beladen und anschließend reinfundiert werden. Die 
antigenpräsentierenden DZ sollen durch Aktivierung des angeborenen und adaptiven 
Immunsystems die körpereigene Bekämpfung der AML-Zellen auslösen. Durch die 
parallele Gabe von Wachstumsfaktoren (GM-CSF), Interferon oder Valproinsäure und 
ATRA kann die Antigenität der erkrankten Zellen erhöht und damit ihre Anfälligkeit 
gegenüber dem zytotoxischen Angriff der T-Zellen gesteigert werden. 
Im Gegensatz dazu beinhaltet die passive Immuntherapie die ex vivo Herstellung von 
tumorspezifischen Elementen wie Immunzellen oder Antikörpern, die dem Patienten 
verabreicht werden, um direkte oder indirekte anti-Tumoraktivität zu vermitteln. Der 
Ausgangspunkt des zellulären Ansatzes war die allogene Stammzelltransplantation, die 
ursprünglich mit dem Gedanken entwickelt wurde, das nach myeloablativer Radio- und 
Chemotherapie irreversibel geschädigte Knochenmark des Patienten durch gesunde 
Spenderzellen zu ersetzen. Im Gegensatz zu der autologen HSZT konnte bei der 
HLA-identischen allogenen HSZT eine positive Reaktion des Donor-Immunsystems 
beobachtet werden, bei der residuale Leukämiezellen des Empfängers eliminiert wurden.
58
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Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass nach erfolgter allogener HSZT eine verminderte 
Wahrscheinlichkeit besteht, an einem Rezidiv zu erkranken.
59, 60
 Dieser gewünschte 
Transplantat-gegen-Leukämie („graft-versus-leukemia“; GvL) Effekt konnte auf die Donor 
T-Lymphozyten zurückgeführt werden, die ebenfalls Auslöser der gefürchteten GvHR 
sind.
25, 61
 Eine Weiterführung dieser Entdeckung ist die selektive Zuführung von allogenen 
T-Lymphozyten und der ebenfalls in die GvL-Reaktion involvierten NK-Zellen und die 
Untersuchung ihrer Wirksamkeit in klinischen Studien.
62
 In dieser als adoptive 
Immuntherapie bezeichneten Strategie werden die immunologisch kompetenten 
Spenderzellen ex vivo expandiert und anschließend dem Empfänger injiziert, um die 
malignen Zellen zu zerstören. Es ist allerdings weiterhin unklar, ob die beobachtete 
alloreaktive Immunantwort dabei tumorantigenspezifisch oder generell gegen 
Empfängerzellen gerichtet ist.
53
 Im Gegensatz dazu erlaubt der adoptive Zelltransfer von 
autologen, also patienteneigenen Lymphozyten, die vor und nach Entnahme für mehrere 
Tage mit hohen Dosen IL-2 aktiviert und anschließend dem Patienten reinjiziert wurden, 
eine spezifische Bekämpfung von malignen Zellen. Die Behandlung mit dieser, als 
Lymphokin-aktivierte Killerzellen (LAK) bezeichneten Zellpopulation ist jedoch sehr 
toxisch und mit schweren Nebenwirkungen wie Thrombozytopenie, Diarrhoe, Hypotonie, 
Gefahr des Myokardinfarkts, Koma und Lungenödemen verbunden. Der Erfolg wird 
teilweise durch die Schwierigkeit eingeschränkt, mit den transferierten Zellen den Tumor 
zu erreichen.
63, 64
 Eine Verbesserung dieses Ansatzes war die Isolation, Stimulation und 
Reinjektion von tumorreaktiven T-Zellen. Diese als TIL oder CTIL [„(cytotoxic) tumor 
infiltrating lymphocytes“] bezeichneten Zellen waren nach Zurückführung in den Patienten 
in der Lage, die Tumorzellen spezifisch zu erkennen. Vor allem bei der Therapie von 
metastasierenden Melanomen
‡
, Nierenkarzinom
65
 und weiteren soliden Tumoren
§
 konnte 
ein erfolgreicher Tumorrückgang beobachtet werden. Noch laufende Studien untersuchen 
ebenfalls den therapeutischen Effekt bei Patienten mit persistierender oder rezidivierender 
Leukämie, Lymphom oder Multiplem Myelom
**
. Nachteilig ist jedoch, dass die adoptive 
Immuntherapie auf individueller Basis mit einem enormen materiellen und zeitlichen 
Aufwand verbunden ist und daher für eine Routineanwendung noch nicht geeignet zu sein 
scheint.
66
  
                                                 
‡
 ClinicalTrials.gov Identifier: NCT00062036 
§
 ClinicalTrials.gov Identifier: NCT0000273 
**
 ClinicalTrials.gov Identifier: NCT00445666) 
1 Einleitung 22 
 
Abb. 1–7. Schematische Darstellung immuntherapeutischer Strategien zur Bekämpfung der residualen AML-
Blasten. NK: natürliche Killerzelle, CTL: zytotoxische T-Zelle, LAK: Lymphokin-aktivierte Killerzellen, 
CTIL: „cytotoxic tumor infiltrating lymphocytes“, DZ: dendritische Zelle, AML: leukämischer Blast, 
GM-CSF: „granulocyte macrophage colony-stimulating factor“, ATRA: all-trans-Retinoinsäure, 
IL: Interleukin, HMGB1: „high mobility group protein B1“, MHC: Haupthistokompatibilitätskomplex 
 
In den letzten Jahren hat jedoch vor allem die Generierung rekombinanter Antikörper, die 
zielorientiert an Oberflächenmolekülen der Krebszelle binden, an Relevanz in der passiven 
Immuntherapie gewonnen. Durch die spezifische Bindung an tumorspezifischen oder 
tumorassoziierten Antigenen (TSA oder TAA) wird die Krebszelle für Leukozyten 
markiert.
67
 Durch natürliche Fc-Rezeptor vermittelte Aktivierung wird die Krebszelle 
anschließend über eine zelluläre Immunantwort („antibody-dependent cell-mediated 
cytotoxicity“; ADCC) zerstört. Alternativ kann die Bindung zu einer 
komplementabhängigen Zytolyse („complement-dependent cytotoxicity“; CDC) führen 
oder der Stoffwechsel der Zielzelle derart verändert werden, dass der programmierte 
Zelltod ausgelöst wird. In derzeitigen experimentellen Studien zur immuntherapeutischen 
Behandlung der AML werden unter anderem monoklonale Antikörper gegen die 
Oberflächenantigene CD47
68
, CD64
32
, CD123
69
 und CLL-1
70
 eingesetzt.
71, 72
 Bereits in 
klinischen Untersuchungen (Phase I und II) befinden sich, neben dem gegen das CD33 
Antigen gerichteten Antikörper Gemtuzumab, spezifische Antikörper gegen CD45
73
 und 
CD66
74
. Zusätzlich kann die natürliche Funktion der monoklonalen Antikörper durch 
Immuntherapeutische Strategien
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Konjugation an Radionuklide (Radioimmunkonjugate), Liposomen (Immunliposome), 
zytotoxische Arzneimittel oder pflanzliche und bakterielle Toxine (Immuntoxine) verstärkt 
werden.  
1.2.4 Immuntoxine 
Unter dem Begriff Immuntoxine versteht man makromolekulare, proteinbasierte 
Therapeutika, die aus einer spezifischen Bindedomäne und einer toxischen 
Effektordomäne bestehen, welche nach Internalisierung ins Zytosol zum Zelltod 
führen.
75, 76
 Dabei wird die Bindung zur Zielzelle meist über einen monoklonalen 
Antikörper oder dessen Fragmente, aber auch durch Zytokine oder lösliche 
Rezeptormoleküle zu zellulären Oberflächenmolekülen vermittelt und dadurch das 
gekoppelte Toxin direkt an die Zielzelle herangebracht. Die beiden funktionalen Einheiten 
eines Immuntoxins können sowohl chemisch als auch molekulargenetisch kovalent 
konjugiert werden.
77
 In den letzten Jahren wurden Immuntoxine jedoch vorwiegend 
rekombinant hergestellt. Die molekulargenetische Fusion der antikörperbasierten, 
spezifischen Bindedomäne mit der toxischen Effektordomäne erlaubt dabei die Produktion 
eines homogenen Produktes in hoher Quantität. Zusätzlich ermöglicht sie ein breites 
Spektrum an Variation der Bindedomäne auf molekularer Ebene. Statt des 
Volllängenantikörpers können äquivalente Fab oder scFv-Fragmente fusioniert werden, die 
die Größe des Immuntoxins enorm minimieren. Dadurch wird eine geringere 
Immunogenität, eine verbesserte Tumorpenetration sowie eine schnellere renale 
Ausscheidung und somit eine verringerte Halbwertszeit vermittelt. Neben der 
antikörperbasierten Region wird ebenfalls eine strukturelle Veränderung der toxischen 
Region ermöglicht, die die Stärke und das Spektrum der Nebenwirkungen minimieren 
soll.
78
 Die wirksamsten, für die meisten Säugerzellen tödlichen Toxine, stammen von 
Pflanzen oder Bakterien.
79
 Bei beiden handelt es sich um Enzyme, die die 
Proteinbiosynthese inhibieren und so zum Zelltod führen. Bestrebungen, geeignete 
rekombinante Immuntoxine aus pflanzlichen Toxinen herzustellen, haben jedoch keine 
adäquaten Fortschritte in der Arzneimittelentwicklung gebracht. Ausschlaggebend ist dabei 
die häufig verfrühte Separation von Toxin und Ligand bevor das Immuntoxin das Target 
bindet oder die ineffiziente Separation nach der Aufnahme in das Zytosol. Beide führen zu 
einem erhöhten Anteil an freiem Toxin und zu einer verminderten spezifischen Toxizität. 
Diese beiden nachteiligen Phänomene treten bei bakteriellen Toxinen nur selten auf, zu 
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denen neben dem Diphtherietoxin (DT) aus dem Corynebacterium diphtheriae auch das 
Exotoxin A (ETA) aus Pseudomonas aeruginosa zählt, auf das im Folgenden näher 
eingegangen werden soll.
80
  
ETA ist ein einkettiges Protein, bei dem die katalytische Domäne (Domäne III) über eine 
zentrale Translokationsdomäne (Domäne II) mit der Bindedomäne (Domäne I) verbunden 
ist. Bei der derzeit eingesetzten Immuntoxin-Generation wird als toxische Domäne eine 
ETA Deletionsmutante (ETA`) fusioniert, bei der die Bindedomäne-kodierende Region des 
ursprünglichen Toxins entfernt wurde.
75, 79
 Dabei resultiert die Deletion der Domäne I in 
dem Verlust der Bindeaktivität zum α2-Makroglobulinrezeptor (CD91), der auf vielen 
Zellen und Gewebetypen vorhanden ist. In hoher Dichte wird er vor allem auf Fibroblasten 
und Hepatozyten exprimiert, wodurch die Hepatotoxizität als eine der schwersten 
Nebenwirkungen der ursprünglichen Toxine erklärt werden kann.
81
 Durch den Austausch 
der Domäne I mit einem targetspezifischen Liganden kann die Zielzelle selektiv 
angegriffen werden. Im Falle einer verfrühten Separation sind die freien 
Deletionsmutanten von ETA` nicht mehr in der Lage unspezifisch Zellen zu binden und zu 
schädigen. Eine Toxizitätsverringerung oder sonstige negative Einflüsse auf die 
enzymatische Aktivität können dabei ausgeschlossen werden.
82
 Essentiell für die toxische 
Wirkung nach der Bindung der Oberflächenrezeptoren ist die Aufnahme des gebundenen 
Moleküls via Membranvertiefungen („coated pits“) oder Caveosomen83 und 
endozytotischen Vesikeln.
84
 Nach ihrer Translokation in den Golgi-Apparat werden die 
Immuntoxine durch die Endopeptidase Furin in der Domäne II gespalten.
85
 Die 
anschließende Reduktion der Disulfidbrücke, die die beiden Fragmente miteinander 
verbindet, führt zu der Freisetzung des 37 kDa schweren toxischen Fragmentes, welches 
zum endoplasmatischen Retikulum (ER) transportiert wird und anschließend durch 
Translokation in das Zytosol gelangt. Im Zytosol katalysiert die toxischen Domäne III die 
Modifikation von Diphtamid, einer posttranslational modifizierten Histidin-Aminosäure, 
die einzig in der Domäne IV des Elongationsfaktor-2 (EF-2) von Eukaryoten und 
Archaebakterien vorkommt.
86, 87
 Der EF-2 ist ein regulatorisches G-Protein in der 
Elongationsphase der Proteinbiosynthese und bindet in der aktiven Form an die 
Ribosomen, wo er für die Translokation der Peptidyl-tRNA mit der mRNA von der 
Aminoacyl- auf die Peptidylstelle notwendig ist.
88
 Durch die Übertragung einer 
Adenosindiphosphatriboseeinheit aus der oxidierten Form des Nicotinamid-Adenin-
Dinukleotid (NAD
+
) auf ein Stickstoffatom im Diphtamidring (Abb. 1–8) wird EF-2 
irreversibel inaktiviert (ADP-Ribosylierung). Durch die Modifikation kann EF-2 nicht 
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mehr korrekt an die Ribosomen binden und die Translokation nicht mehr katalysieren.
89, 90
 
Als Folge der Inaktivierung des EF-2 wird die Proteinbiosynthese inhibiert und die 
Apoptose induziert.
79, 80, 91
  
 
 
Abb. 1–8. Dreidimensionale Darstellung der ADP-Ribosylierung des EF-2 durch ETA` im „ribbon“- und 
Kugel-Stab-Modell
††
: A. Die katalytische Domäne III des ETA` (blau) formt zur Übertragung der ADP-
Riboseeinheit vom NAD
+
 (dunkelgrau) auf das Diphtamid (Diph, rot) mit dem EF-2 einen Komplex. 
B. Vergrößerte Ansicht des binären Komplexes zwischen NAD
+
 (Kugel-Stab-Modell, grau) und der 
enzymatisch aktiven ETA` Domäne („ribbon“-Modell, blau). C. Vergrößerte Darstellung des katalytischen 
ADP-Ribosetransfers (orange) auf Diphtamid (grün). Hellgrau: Kohlenstoff, Rot: Sauerstoff, Blau: 
Stickstoff.  
 
Auf Grund seiner katalytischen Aktivität reichen bereits ein bis zehn Moleküle aus, um 
eine ETA`-sensitive Zelle zu töten.
92
 Die toxische Domäne des ETA` weist zu anderen 
bakteriellen ADP-ribosylierenden Exotoxinen wie DT nur eine geringe Homologie der 
primären Aminosäuresequenz auf. Mit Hilfe von Kristallstrukturanalysen konnte jedoch 
gezeigt werden, dass die Glutaminsäure enthaltende Struktur des aktiven Zentrums (E553 
in ETA` und E148 in DT) in beiden konserviert ist.
93
 In Funktionsanalysen von 
Translokationsdomänen-deletierten Mutanten konnte beobachtet werden, dass weiterhin 
eine ADP-Ribosyltransferase Aktivität bestand, das Toxin jedoch nicht in der Lage war die 
Zellen zu töten. Die Präsenz einer intakten Domäne II, die den katalytischen Teil in das 
Zytoplasma transloziert, ist daher eine Voraussetzung für die Toxizität der 
Immuntoxinkonstrukte.
94, 95
  
                                                 
††
 Bildmaterial aus “The nature and character of the transition state for the ADP-ribosyltransferase reaction“ 
mit Genehmigung der Nature Publishing Group, Lizenznummer 2886980884373, verwendet. 
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Die Wirksamkeit von ETA‟-basierten Immuntoxinen konnte bereits mehrfach an soliden 
Tumormodellen gezeigt werden.
96-98
 Zusätzlich zu diesen tumorspezifischen 
Immuntoxinen wurde das „vascular targeting“ entwickelt. Dabei greifen Immuntoxine 
selektiv das Endothel der tumoreigenen Gefäße an und zerstören diese. Die Sauerstoff- und 
Nährstoffzufuhr des Tumorgewebes wird durch die gestörte Angiogenese und Thrombose 
verringert, wodurch die Tumorzellen unterversorgt werden und absterben.
99
 Da die 
intravasalen oder perivasalen Zielzellen bei hämatopoetischen Erkrankungen besser 
zugänglich sind als bei soliden Tumoren
100
, ist eine Anwendung von Immuntoxinen 
optimal. Des Weiteren ist und wird durch die Chemotherapie das Immunsystem der 
Leukämiepatienten derart geschwächt, dass eine Immunreaktion gegen die intravenös 
applizierten Immuntoxine unwahrscheinlich ist.
101, 102
 Das wohl bekannteste 
antikörperbasierte Immuntoxin in der Therapie der AML ist der humanisierte anti-CD33 
Antikörper Gemtuzumab, der an das Toxin Ozogamicin gekoppelt ist. Basierend auf der 
Beobachtung, dass das Glykoprotein CD33 in 80 bis 90 % der Fälle auf AML-Blasten, 
jedoch nicht auf normalen hämatopoetischen Stammzellen oder Granulozyten
71
 exprimiert 
wird, wurde das Immunkonjugat Gemtuzumab-Ozogamicin (Handelsname Mylotarg®) für 
die Behandlung von rückfälligen oder älteren AML-Patienten von der amerikanischen 
Zulassungsbehörde FDA („Food and Drug Administration“) in einem beschleunigten 
Verfahren zugelassen.
103, 104
 Dabei ist der monoklonale Antikörper Gemtuzumab über 
einen hydrolysierbaren „linker“ mit dem Toxophor Calicheamicin-γ1 (Ozogamicin) 
verbunden, welches nach rezeptorvermittelter Internalisierung durch Beschädigung der 
DNA die Apoptose der Blastzelle induziert.
105
 Die anfänglich vielversprechenden 
Ergebnisse wurden allerdings schnell durch den fraglichen Nutzen des Fusionsproteins und 
die hohe Lebertoxizität relativiert, so dass das Medikament im Juni 2010 vom Markt 
genommen wurde.
106
 Das einzige Immuntoxin auf dem Markt ist das zur Behandlung von 
T-Zell-Lymphomen zugelassene Ontak®, ein Fusionsprotein aus der katalytischen und 
toxischen Domäne des Diphtherietoxins fusioniert an IL-2.
107
 
Obwohl bakterielle Toxine hoch potent sind, wird ihre Anwendung durch mehrere 
Faktoren eingeschränkt. Neben den klassischen Nebenwirkungen, wie Fieber, Müdigkeit 
und allgemeiner Schwäche, können auch schwere Myalgien bis hin zur Rhabdomyolyse, 
eine hohe Leber- und Nierentoxizität, Thrombozytopenie und das seltene aber fatale 
„vascular-leak-syndrome“ (VLS)75 zu schweren Komplikationen und sogar zum Tod des 
Patienten führen.
108
 Erste Versuche die Nebenwirkungen zu verringern bestanden in der 
Deletion von VLS-Motiven und der Deglykosylierung der Toxine.
109
 Ein weiteres Problem 
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stellt jedoch ihre hohe Immunogenität dar. Der Körper entwickelt schon nach drei Wochen 
Antikörper gegen die als fremd erkannten Epitope der toxischen Domäne. Die zugeführten 
Immuntoxine werden nach erneuter Applikation neutralisiert und verlieren so ihre 
Wirksamkeit.
83
 Eine wiederholte Gabe oder sogar eine Langzeittherapie ist daher nicht 
durchführbar. Das Immunsystem des Patienten unspezifisch mit Immunsuppressiva zu 
unterdrücken und dadurch die Bildung von Anti-Immuntoxin-Antikörpern zu verhindern 
stellt jedoch kaum eine Alternative dar, da diese adjuvante Therapiestrategie bei 
Tumorpatienten einen Progress der Erkrankung bewirken könnte. Die Entwicklung einer 
neuen Generation von Immuntoxinen mit reduzierter Immunogenität, welche ein 
vermindertes oder eliminiertes Nebenwirkungsspektrum besitzen, könnte eine 
erfolgreichere und unbeschwerlichere Krebstherapie für den Patienten bringen.   
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1.3 Dendritische Zellen als Teil des Immunsystems 
Dendritische Zellen (DZ) sind Bestandteile der zellulären Immunabwehr, die sich in 
Oberflächengeweben des Körpers befinden. Neben den Makrophagen, Monozyten und 
B-Lymphozyten gehören sie zur Gruppe der professionellen antigenpräsentierenden 
Zellen (APC), deren wesentliche Funktion die Präsentation von Antigenen zur Aktivierung 
von T-Lymphozyten ist. Ihren Namen verdanken sie den zytoplasmatischen Ausläufern 
(Dendriten), die ihnen die typisch sternenförmige Gestalt verleihen.  
Der Begriff „dendritische Zelle“ umfasst eine heterogene Gruppe von unterschiedlichen 
Zelltypen. Dabei unterscheidet man plasmazytoide DZ, die von einer lymphoiden 
Vorläuferzelle abgeleitet werden, von den myeloiden DZ, zu denen die Langerhans Zellen 
und die Interstitialzellen zählen. Diese entwickeln sich aus einer myeloiden Vorläuferzelle 
über eine monozytäre Vorstufe.
110
 Neben ihrem Entwicklungsweg unterscheiden sie sich 
des Weiteren in ihrem Phänotyp und in den Aufgaben, die sie innerhalb des Immunsystems 
übernehmen. 
1.3.1 Die Funktion der dendritischen Zelle 
Während die wesentliche Funktion der plasmazytoide DZ die Produktion großer Mengen 
Interferon Typ I (IFNα und β) ist, besteht die Hauptaufgabe der myeloiden DZ in der 
Aktivierung, Koordinierung und Regulierung des adaptiven Immunsystems.
111, 112
 Dabei 
erkennen die unreifen DZ mit Hilfe ihrer Dendriten fremdartige Antigene im umliegenden 
Gewebe, die sie durch Phagozytose oder Endozytose aufnehmen und während der 
Prozessierung in kleine Peptidfragmente zerlegen. Diese Peptide werden auf ihrer 
Zelloberfläche über den Haupthistokompatibilitätskomplex („major histocompatibility 
complex“; MHC) präsentiert (Abb. 1–9). Die Aufnahme von Antigen bewirkt die 
Maturierung der unreifen zu einer reifen DZ; ein Prozess mit dem verschiedene zelluläre 
Veränderungen assoziiert sind, wie beispielsweise 
 der Verlust der phagozytierenden oder endozytierenden Rezeptoren, 
 die hochregulierte Expression von kostimulierenden Molekülen wie CD40, CD58, 
CD80 (B7-1) und CD86 (B7-2) sowie 
 die Hochregulierung des C-C Chemokin-Rezeptor Typ 7 (CCR7).110  
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Die Hochregulierung des CCR7 hat zur Folge, dass die aktivierten DZ in einem 
chemotaktischen Prozess, der als „homing“ bezeichnet wird,113 von den peripheren 
Geweben zu den drainierenden sekundären Lymphorganen wandern. Dort präsentiert die 
APC die Antigen-MHC Komplexe den naiven T-Zellen über die Interaktion mit 
T-Zell-Rezeptoren (TCR) und induzieren dadurch die zelluläre Immunantwort, die sowohl 
CD4+ T-Helferzellen als auch CD8+ zytotoxische T-Zellen beinhaltet. Neben den 
Korezeptoren CD4 und CD8 wird der Aktivierungsimpuls außerdem durch die Interaktion 
des T-Zell-Membranmoleküls CD28 und der Kostimulatoren CD80 und CD86 verstärkt. 
Fehlt dieses zweite Signal, kommt es zur Anergy oder Apoptose der T-Zellen und zur 
Entwicklung von regulatorischen T-Lymphozyten. Dieser Prozess ist essentiell für die 
Vermittlung von immunologischer Toleranz gegenüber Selbst-Antigenen und um 
selbstaktive T-Zellen zu eliminieren. 
 
 
Abb. 1–9. Schematische Darstellung der dendritischen Zelle und ihrer Funktion im Immunsystem: Nach 
Aufnahme und Prozessierung des Antigens reift die unreife dendritische Zelle (iDZ) und wandert aus dem 
peripheren Gewebe in die drainierenden Lymphorgane. Die reife dendritische Zelle (mDZ) präsentiert dort 
über den Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC) das Antigen den T-Zellen (T), B-Zellen (B) und 
natürlichen Killerzellen (NK). CCR7: C-C Chemokin-Rezeptor Typ 7, CD: Cluster of Differentiation 
 
Die DZ können gleichzeitig über die Stimulierung von naiven B-Lymphozyten
114
 und 
B-Gedächtniszellen
115
 die humorale Immunantwort und auch NK Zellen
116
 aktivieren. 
Durch die zusätzliche Freisetzung von Zytokinen wird die interzelluläre Kommunikation 
verstärkt und moduliert. Die wichtigsten Signale sind dabei die Stimulation von B- und 
T-Zellwachstum (IL-2), die Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen und Makrophagen 
(IL-12, IFNγ, TNF-α) und die Aktivierung von B-Zellen (IL-4, IL-10, Transformierender 
Wachstumsfaktor-beta).
117
 Die DZ spielt daher eine zentrale Rolle in der Anleitung der 
Bestandteile des angeborenen und adaptiven Immunsystems und stellt somit ein 
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fundamentales Instrument und Ziel für die Mobilisierung und Manipulation der 
Immunantwort dar.  
1.3.2 Die klinische Bedeutung der dendritischen Zelle  
In den letzten Dekaden hat die DZ in der Tumorforschung an Bedeutung gewonnen. Ihre 
therapeutische Anwendung liegt dabei in der Vakzinierungsstrategie gegen bereits 
vorhandene Tumore.
118, 119
 Diese spezifische aktive Immuntherapie zielt darauf ab, eine 
krebszellspezifische T-Zell-Antwort zu induzieren, um den Tumor in seiner Masse zu 
reduzieren. Gleichzeitig soll eine protektive antitumorale Immunität durch 
krebsspezifische T-Gedächtnis-Zellen ausgelöst werden, die residuale Krebszellen 
unterdrücken sowie kontrollieren und dadurch das Risiko eines Rezidivs vermindern 
sollen.
110, 119-121
 Dem Patienten werden mononukleäre Zellen des peripheren Blutes oder 
CD34+ hämatopoetische Stammzellen entnommen und ex vivo durch Zugabe von 
Wachstumsfaktoren (GM-CSF) und Zytokinen (TNF-α, IL-4) zu DZ differenziert. 
Anschließend werden die MHC I und II Moleküle mit tumorassoziiertem Antigen beladen. 
Zu den Strategien der DZ-Beladung mit Antigenen gehören: 
 die Inkubation mit rekombinantem Antigen, 
 die Elektroporation mit viralen Vektoren,122 
 die Transfektion mit Tumor-RNA oder Plasmid-DNA und 
 das „targeting“ der DZ-Population mit Hilfe von spezifischen Antikörpern.120, 123 
 
Die bekannteste Strategie ist dabei wohl der Einsatz von Peptiden eines definierten 
Antigens.
9, 120
 Ein verbesserter Ansatz verwendet Zubereitungen aus ganzen Antigenen, 
damit die DZ während der Prozessierung selbst das zu präsentierende Epitop auswählen 
kann. Dadurch konnte eine gesteigerte Aktivität der CD4+ und zytotoxischen T-Zellen 
beobachtet werden, die zu einer effizienteren Immunität führte. Bei behandelten Melanom-
Patienten konnte mit Hilfe dieses Ansatzes mit 9,5 % eine deutlich höhere 
Tumorregressionsrate beobachtet werden als bei Vakzinierung mit Peptiden (2,7 %)
124-126
, 
Tumorzellen (4,6 %)
127, 128
 oder viralen Vektoren (1,9 %)
124
. Parallel zur Reinfusion der 
beladenen DZ-Population ist die Gabe von kostimulierenden Zytokinen oder dem T-Zell-
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aktivierenden CD40-Ligand nötig, um eine potente Immunantwort gegen die 
immunogenen Tumorantigene sicherzustellen.
129
 Gegenwärtige Studien beschäftigen sich 
auch mit der Gabe von rekombinantem HMGB1, einem proinflammatorischen Molekül, 
das Zytokinwirkung besitzt.
130
 Seine natürliche Wirkung erstreckt sich auf die Ausreifung 
der DZ und die Hochregulierung der kostimulatorischen Moleküle CD80 und CD86 sowie 
die Stimulation von T-Lymphozyten und NK-Zellen
130, 131
 zur Sekretion 
proinflammatorischer Zytokine (IL-12).
132
 Dadurch werden die Antigenität und das 
immunstimulierende Potenzial der DZ gesteigert. 
Vergleichbar mit der adoptiven Immuntherapie mit LAK oder CTIL (Kapitel 1.2.3) sind 
die derzeitigen Studien auf Grund der ex vivo Differenzierung und Behandlung der DZ 
sehr aufwendig und artifiziell. Es besteht daher ein großer Bedarf an Aufklärung über das 
Verhalten der DZ-Population nach Reinfusion. Eine verlässliche Aussage über das 
Migrationsverhalten würde wichtige Erkenntnisse zur Verbesserung und 
Weiterentwicklung der DZ-basierten Vakzinierungstrategie bringen. 
1.4 Zielsetzung 
Trotz der Entwicklung vielseitiger Strategien, nach erfolgter Induktionstherapie ein 
Rezidiv zu verhindern, erleiden mehr als 70 % der AML-Patienten einen Rückfall und 
erliegen meist ihrer Krebserkrankung. Die derzeitige Hochdosischemotherapie bietet 
wenig Verbesserungspotenzial und zeigt auf Grund ihrer Zytotoxizität auch dem gesunden 
Gewebe gegenüber und den häufig vorkommenden Resistenzmechanismen des Tumors 
ihre begrenzte Einsatzfähigkeit. Es besteht daher auch weiterhin ein dringender 
Handlungsbedarf bei der Entwicklung neuer zielgerichteter Therapien, die sowohl die 
Remissionsrate in der Induktionstherapie als auch die Vernichtung der minimalen 
Resterkrankung in der Konsolidierungs- und Erhaltungstherapie verbessern. Neue 
Therapieansätze zielen auf die Modulation und Manipulation des Immunsystems nach 
Erreichen der kompletten Remission ab. Eine Strategie stellt dabei das gezielte „targeting“ 
der leukämischen Blastzellen mit Hilfe einer spezifischen Bindung der membranständigen 
Oberflächenmoleküle dar. Durch die Fusion derartiger Antikörper an eine Effektordomäne 
soll die Krebszelle selektiv bekämpft werden. Derzeit in experimentellen und klinischen 
Studien eingesetzte Antikörper sind gegen bekannte Oberflächenantigene gerichtet, deren 
Auswahl stark limitiert ist. Zur Erkennung neuer potentieller Zielantigene sollten in dieser 
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Arbeit Antikörperfragmente gegen unbekannte Oberflächenantigene der AML des CD64
 
negativen Subtyps M2 entwickelt werden, um eine möglichst große Abgrenzung zu den 
bereits vorhandenen „targeting“-Optionen der AML M4 zu gewährleisten. Dazu sollte 
unter Anwendung der „Phage Display“ Technologie eine Selektionsstrategie entwickelt 
und mit Standardselektionen verglichen werden, die es erlaubt, positive Binder auf ganzen 
AML-Zellen zu generieren. Gleichzeitig sollte die Selektion auf funktionalen 
Membranfragmenten durchgeführt werden, mit dem Ziel, durch die Variation der Strategie 
eine hohe Anzahl diverser Binder zu generieren. Zusätzlich bestand die Frage, ob es 
möglich ist, trotz unbekannter Zielantigene, den Selektionsdruck auf internalisierende 
Antikörperfragmente legen zu können, um diese fusioniert als zytotoxische 
Immuntherapeutika zur Zerstörung der erkrankten Zellen einsetzten zu können 
(Abb. 1–10). Nach Abschluss dieser Arbeit sollte eine vorläufige Einschätzung des 
therapeutischen und diagnostischen Potenzials der isolierten scFv-Fragmente möglich sein. 
Im zweiten Teil der Arbeit sollten ebenfalls mit Hilfe der „Phage Display“ Methodik 
Antikörperfragmente gegen hündische (canine) DZ (cDZ) entwickelt werden. Im 
Gesamtprojekt, in Kooperation mit der Abteilung Hämatologie und Onkologie der Klinik 
für Innere Medizin in Rostock, dem Laser Zentrum Hannover e.V. und der Tierärztlichen 
Hochschule in Hannover, sollten dabei die folgenden Forschungsziele bearbeitet werden:  
1. die ex vivo Transfektion isolierter caniner CD34+ Stammzellen mit HMGB1 
kodierenden Plasmiden,  
2. die Expansion und Differenzierung der transfizierten Stammzellen zu HMGB1 
sezernierenden cDZ, 
3. die Reapplikation der differenzierten cDZ und die Untersuchung ihres 
immunstimulatorischen Potenzials und  
4. die Beobachtung des Migrationsverhaltens der reinfundierten cDZ mittels 
spezifischer Antikörperfragmente.  
 
Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich dabei mit der Generierung cDZ-spezifischer 
Antikörperfragmente, mit dem Ziel diese zur Untersuchung des DZ-Migrationsverhaltens 
einsetzen zu können. Es soll die Fragestellung beantwortet werden, ob es möglich ist, 
spezifische scFv-Antikörper gegen unbekanntes Antigen zu entwickeln, die eine enorm 
heterogene Zellpopulation von mehreren Individuen binden soll. Diese 
Antikörperfragmente sollen cDZ spezifisch erkennen und dadurch die Beobachtung ihres 
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in vivo Migrationsverhaltens erlauben. Die dadurch gewonnenen Erkenntnisse sollen zur 
Verbesserung der DZ-basierten Vakzinierungstrategie beitragen.  
 
Abb. 1–10. Methodische Strategie zur Bearbeitung der Zielsetzung dieser Arbeit. 
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2 Material  
Geschützte Markenzeichen wurden in dieser Arbeit nicht als solche gekennzeichnet. Das 
Fehlen der Kennzeichnung bedeutet daher nicht, dass der Produktname frei von Rechten 
Dritter ist.  
2.1 Geräte und Software 
Im Folgenden sind nur analytische und präparative Geräte aufgelistet, bei denen es sich 
nicht um Standardgerätschaften handelt und deren Austausch einen relevanten Einfluss auf 
die Ergebnisse hat oder haben könnte. 
Gerät/Zubehör Hersteller/Anbieter 
Durchflusszytometer FACSCalibur, Becton, Dickinson & Co., BD Bioscience, Heidelberg 
Software WinMDI 2.9 Build 2, Joseph Trotter 
CellQuest Pro 3.3, Becton, Dickinson & Co., BD Bioscience, Heidelberg 
Cyflogic version 1.2.1, Perttu Terho & Cyflo Ltd., Turku, Finnland 
  
Fluoreszenzmikroskop DMI4000B, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar 
  
Inkubatoren  Innova Incubator Shaker 4430, New Brunswick Scientific, Wesseling-Berzdorf 
GFL 3031, GFL-Gesellschaft für Labortechnik mbH, Burgwedel  
  
Konfokalmikroskop Opera HCS System, Evotec Technologies, Hamburg 
Leica DM RE + TCS SP confocal system, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, 
Wetzlar 
Software Leica LAS software, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar 
  
Massenspektrometer ESI-MS/MS mass spectrometer Micromass electrospray Q-TOF-2, Waters 
Corporation, Eschborn 
Software MassLynx v4.0, Micromass, Waters Corporation, Eschborn 
  
MilliQ-Anlage MilliQ Synthesis mit QuantumEX Ultrapure Organex Cartridge, Millipore, 
Merck KGaA, Darmstadt 
  
PCR Thermocycler GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystems by LifeTechnologies Corp., 
Darmstadt 
  
Photodokumentation VersaDoc MP System, Bio-Rad, Offenbach 
Software QuantityOne Basic 1-D Analysis software v4.2.1, Bio-Rad, Offenbach 
  
Schüttler Heidolph MR3001K Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach 
Tube Rotator, VWR International GmbH, Darmstadt 
Plattformschüttler Polymax 1040, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, 
Schwabach 
  
Sicherheitswerkbank HeraSafe HS18, Heraeus Instruments & Co. KG, Hanau 
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Gerät/Zubehör Hersteller/Anbieter 
Spektralphotometer für 
96-„well“ 
Mikrotiterplatten 
Tecan Multiplatten-Reader Infinite M200, Tecan Group Ltd., Männedorf, 
Schweiz 
Software i-control for Tecan Readers, Tecan Group Ltd., Männedorf, Schweiz 
Gen5 1.10.8, BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA 
  
Ultraschall-Aufschluss Sonoplus HD 2070, Spitze: UW 2070, KE76, Bandelin electronic GmbH & Co. 
KG, Berlin 
  
Zellwasch-Gerät Dade Serotec, Baxter, Unterschleißheim 
  
Zentrifugen Biofuge haemo, Heraeus Instruments & Co. KG, Hanau 
Centrifuge 5804R, Eppendorf AG, Hamburg 
Multifuge 3 L-R, Heraeus Instruments & Co. KG, Hanau 
Multifuge 3 S-R, Heraeus Instruments & Co. KG, Hanau 
Avanti Centrifuge J-25i, Beckman Coulter, Krefeld 
 
Weitere Software: 
Anwendung Bezeichnung  
Bildbearbeitung Adobe Photoshop 9, Adobe System, München 
ImageJ 1.42q, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA 
  
DNA Sequenzanalyse Geneious 5, Biomatters Ltd., Auckland, New Zealand 
Vector NTI 11, Invitrogen, Darmstadt 
  
Gelanalyse und 
-auswertung 
ImageJ 1.42q, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA 
AIDA Advanced Image Data Analyzer 4.27.039, Raytest Isotopenmessgeräte 
GmbH, Straubenhardt 
  
Statistische 
Auswertung 
GraphPad Prism 4, GraphPad software, Inc., La Jolla, CA, USA 
  
Textverarbeitung, 
statistische Auswertung 
Office 2010, Microsoft Corp., Redmond, WA, USA 
 
2.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterial  
In dieser Arbeit verwendete, allgemeine Chemikalien wurden von folgenden Firmen 
bezogen:  
Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe), Merck KGaA (Darmstadt), Promega GmbH 
(Mannheim), Roche Diagnostics Deutschland GmbH (Mannheim), Sigma-Aldrich 
(Seelze), VWR International GmbH (Darmstadt), Otto Fischar GmbH & Co. KG 
(Saarbrücken), Becton, Dickinson & Co., BD Bioscience (Heidelberg), 
Invitrogen (Darmstadt) und Applichem (Darmstadt).  
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Bei den verwendeten Verbrauchsmaterialien und Plastikwaren handelt es sich entweder um 
steril verpackte Einmalartikel oder sie wurden vor ihrer Benutzung autoklaviert. Sie 
wurden von folgenden Herstellern bezogen:  
Eppendorf AG (Hamburg), Greiner Bio-One GmbH (Solingen), Millipore (Darmstadt), 
Nunc GmbH & Co. KG (Wiesbaden), Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe), 
Biocompare (San Francisco, CA, USA), TPP Techno Plastic Products AG (Trasadingen, 
Schweiz), Becton, Dickinson & Co., BD Bioscience (Heidelberg), Nerbe plus GmbH 
(Winsen/Luhe), Sarstedt AG & Co. KG (Nümbrecht), Whatman GmbH (Dassel), 
GE Healthcare (München) und Brand GmbH & Co. KG (Wertheim). 
2.3 Puffer und Lösungen 
Bei dem für das Ansetzen von Lösungen oder Puffern verwendeten Wasser handelte es 
sich um deionisiertes und gereinigtes Reinstwasser, gewonnen aus dem MilliQ Synthesis 
System (Millipore, Darmstadt). Die Spezifikation des Wassers liegt bei einem Widerstand 
von 18,2 MΩ/cm (bei 25 °C), einen Pyrogengehalt von < 0,0001 EU/ml und einem 
Bakteriengehalt von < 1 KBE/ml und entspricht der Wasserqualitätsnorm Typ1 nach 
ISO 3696 : 1987. Alle Lösungen und Puffer werden - falls nicht anders angegeben - mit 
MilliQ-Wasser aus einer Wasseraufbereitungsanlage der Firma Millipore hergestellt. Im 
Folgenden wird es als ddH2O bezeichnet. 
Bezeichnung Zusammensetzung 
10x PBS  
(„phosphate-buffered saline”) 
1,37 M NaCl, 27 mM KCl, 0,1 M Na2HPO4, 17,6 mM KH2PO4, 
1 L ddH2O 
  
1x PBS 0,1 L 10x PBS, 0,9 L ddH2O, pH 7,4 
  
PBST 1x PBS, 0,05 % (w/v) Polysorbat 20 (Tween 20) 
  
Blockierungspuffer 1x PBS, 2 % (w/v) Magermilchpulver (elk, Campina) 
  
FACS Puffer 1x PBS + 1 % BSA Albumin-Fraktion V pH 7 
  
Homogenisierungspuffer 25 mM Tris-HCl (pH 7,4), 0,32 M Saccharose, 1 Tablette Complete 
Protease Inhibitor Cocktail auf 50 ml (Roche Diagnostics GmbH) 
  
Resuspendierungspuffer 50 mM Tris-HCl, pH 7,4  
  
PEG/NaCl  20 % Polyethylenglycol 6000, 2,5 M NaCl  
  
Neutralisierungspuffer 1 M Tris-HCl, pH 7,5 
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Bezeichnung Zusammensetzung 
50x TAE 
(Tris-Acetat-EDTA-Puffer) 
242 g Tris, 57,1 ml Eisessig, 0,5 M EDTA (pH 8,0),  
ad 1 L ddH2O 
  
10x PCR Puffer (Kolonie-PCR) 0,5 M KCl, 0,1 M Tris-HCl (pH 9,0), 1 % Triton X-100 
  
1x TES Puffer 50 mM Tris, 20 % Saccharose, 1 mM EDTA, pH 8,0 
  
0,2x TES Puffer 1 Teil 1x TES Puffer, 4 Teile ddH2O 
  
Protein Ladepuffer 62,5 mM Tris-HCl (pH 6,8), 30 % (v/v) Glycerol, 
4 % (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS), 0,05 % (w/v) 
Bromphenolblau, 10 % β-Mercaptoethanol 
  
12 % SDS-PAGE Trenngel 
(2 Gele) 
4 ml Rotiphorese Gel 30, 3,75 ml Tris-HCl (1 M pH 8,8), 
100 µl SDS (10 %, w/v), 30 µl Ammoniumperoxodisulfat (APS, 
10 %, w/v), 10 µl Tetramethylethylendiamin (TEMED), 
2,11 ml ddH2O 
  
4 % SDS-PAGE Sammelgel 
(2 Gele) 
650 µl Rotiphorese Gel 30, 325 µl Tris-HCl (1 M, pH 6,8), 50 µl 
SDS (10 %, w/v), 50 µl APS (10 %, w/v), 5 µl TEMED, 
3,645 ml ddH2O 
  
40 % Glucose Lösung 40 g Glucose, 0,1 L ddH2O, sterilfiltriert 
  
100x ZnCl2 50 mM ZnCl2 in ddH2O, sterilfiltriert 
  
100x Phosphatpuffer 7,2 M K2HPO4, 1,7 M KH2PO4 in ddH2O sterilfiltriert 
  
Lyse Puffer 75 mM Tris-HCl pH 8,0, 0,3 M NaCl, 10 % Glycerol, 
1 Tablette Complete Protease Inhibitor Cocktail auf 50 ml (Roche 
Diagnostics GmbH) 
  
Ni-NTA Equilibrierungspuffer 50 mM NaH2PO4, 0,3 M NaCl, 10 mM Imidazol, pH 8,0 
  
Ni-NTA Waschpuffer 1 50 mM NaH2PO4, 0,3 M NaCl, 20 mM Imidazol, pH 8,0 
  
Ni-NTA Waschpuffer 2 50 mM NaH2PO4, 0,3 M NaCl, 40 mM Imidazol, pH 8,0 
  
Talon Equilibrierungs-/ 
Waschpuffer 
1,2 M NaCl, 0,2 M NaH2PO4, pH 8 
  
Elutionspuffer 0,3 M NaCl, 50 mM NaH2PO4, 0,25 M Imidazol, pH 8 
  
10x Annexin V Bindepuffer 0,1 M 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 
(HEPES, pH 7,4), 1,5 M NaCl, 50 mM KCl, 1 % CaCl2 (2 M) 
  
PFA-Fixierlösung 2 g Paraformaldehyd, 0,1 L PBS, pH 7,4 
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2.4 Medien  
Für die Kultivierung von Bakterien wurden die aufgelisteten Medien hergestellt und vor 
ihrem Einsatz autoklaviert. Das Portionieren erfolgte stets unter Einhaltung der 
allgemeinen mikrobiologischen Arbeitstechniken. 
Bezeichnung Zusammensetzung 
2x TY 16 g Trypton, 10 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, 1 L ddH2O 
  
2x TY
A
 2x TY, 100 µg/ml Ampicillin 
  
2x TY
AK
 2x TY, 100 µg/ml Ampicillin, 50 µg/ml Kanamycin 
  
2x TY
AG
 2x TY, 100 µg/ml Ampicillin, 1 % Glucose 
  
2x TY
KC
 2x TY, 50 µg/ml Kanamycin, 34 µg/ml Chloramphenicol 
  
Einfriermedium 2x TY, 15 % (v/v) steriles Glycerol 
  
Induktionsmedium 2x TY, 100 µg/ml Ampicillin, 50 µg/ml Kanamycin, 0,25 mM IPTG 
  
Lysogeny Broth 
(LB) Medium 
5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl, 10 g Trypton, 1 L ddH2O 
  
LB Agar 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, 10 g Bacto-Agar, 1 L ddH2O 
  
M9 Minimal Agar Lösung A: 15 g Bacto Agar in 0,78 L ddH2O 
Lösung B: 2,5 g NaCl, 5 g NH4Cl, 33,9 g Na2HPO4, 15 g KH2PO4 in 1 L ddH2O 
Lösung C: 1 M MgSO4 
Lösung D: 1 M CaCl2 x 6H2O 
Lösung E: 20 % Glucose 
Lösung F: 0,1 g Thiamin in 1 L ddH2O 
 
Lösungen A-D werden autoklaviert, Lösung E und F sterilfiltriert. 
Gebe zusammen: 0,78 L Lösung A, 0,2 L Lösung B, 2 ml Lösung C, 100 µl Lösung D, 
20 ml Lösung E und 400 µl Lösung F. 
  
SOC Medium 2 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 25 mM KCl, 
10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM Glucose 
  
Terrific broth (TB) 
Medium 
12 g Trypton, 24 g Hefeextrakt, 4 ml Glycerol ad 1 L ddH2O 
  
TB
+
 Medium 1 ml 100x Phosphatpuffer, 1 ml 100x ZnCl2, 50 µg/ml Kanamycin, 
34 µg/ml Chloramphenicol ad 0,1 L TB Medium 
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2.5 Antibiotika 
Zur Kultivierung von Bakterienstämmen unter Selektionsdruck wurden die folgenden 
Antibiotika in der angegebenen Konzentration verwendet. Zur Herstellung einer 
Stammlösung wurden sie in ddH2O gelöst und durch einen Filter der Porengröße 0,22 µm 
sterilfiltriert. 
Bezeichnung Hersteller Stammlösung Kultivierungskonzentration 
Ampicillin Sigma-Aldrich, Seelze 50 mg/ml  100 µg/ml 
    
Kanamycin Sigma-Aldrich, Seelze 50 mg/ml  50 µg/ml 
    
Chloramphenicol Sigma-Aldrich, Seelze 34 mg/ml  34 µg/ml 
 
2.6 Bakterienstämme 
Für Klonierungs- und Expressionsarbeiten lagen die folgenden E. coli Bakterienstämme 
kryokonserviert vor. 
Bezeichnung Anwendung Genotyp 
TG1Tr Wirt der Tomlinson 
Bibliothek I + J, 
Produktion von scFv-
präsentierenden Phagen 
K12 Δ(lac-proAB) supE thi hsdD5/F' traD36 proA+B 
laqIq lacZΔM1, resistent gegenüber den meisten 
T-Phagen (Tr) 
(MRC, Cambridge, Großbritannien) 
   
TG1 
Elektroporation-
kompetent 
Klonierung und 
Produktion von scFv- 
präsentierenden Phagen 
Δ(lac-proAB) Δ(mcrB-hsdSM)5 (rK- mK-) thi-1 supE 
[F´ traD36 proAB lacIqZΔM15]  
(Agilent Technologies, Waldbronn) 
   
XL-1 Blue 
Elektroporation- 
kompetent 
Klonierung 
endA1 supE44 thi-1 hsdR17 recA1 gyrA96 relA1 lac 
[F´ proAB lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr)] 
(Agilent Technologies, Waldbronn) 
   
XL-1 Blue 
superkompetent Klonierung 
recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac 
[F´ proAB lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr)]  
(Agilent Technologies, Waldbronn) 
HB2151 Expression löslicher 
scFv-Proteine 
K12 ara Δ(lac-proAB) thi/F` proA+B lacIq lacZΔM15 
(MRC, Cambridge, Großbritannien) 
   
Rosetta 2(DE3) Expression löslicher 
scFv-Proteinen 
F
-
 ompT hsdSB(rB
-
 mB
-
) gal dcm (DE3) pRARE2 (Cam
R
)  
(Merck KGaA, Darmstadt) 
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2.7 Antikörpergenbibliothek und Helferphagen 
Bei der eingesetzten „Phage Display“ Bibliothek handelt es sich um die 
Einzelkettenantikörper-Bibliothek „Human Single Fold scFv Libraries I + J“ 
(Tomlinson I + J). Sie wurden ursprünglich vom „Medical Research Council“ (MRC, 
Centre for Protein Engineering, Cambridge, Großbritannien) bezogen und lagen zu Beginn 
dieser Arbeit kryokonserviert vor. Die Tomlinson Bibliothek I + J besteht aus der schweren 
(VH) und leichten Kette (VL) der variablen Antikörperregionen, die durch ein 15 
Aminosäuren langes synthetisches „linker“-peptid [(Gly4Ser1)3] verbunden sind. Die scFv 
ist fusioniert an das „minor coat“ Hüllproteingen gIII auf dem pIT2 Vektor-basierten 
„phagemid“ kodiert, der in TG1F+ E. coli Bakterien transformiert wurde (Kapitel 1.1.1). 
Zur Produktion scFv-präsentierender Phagen, wurden die „phagemid“-tragenden E. coli 
Bakterien mit M13 Helferphagen
133
 infiziert. Dabei handelt es sich um filamentöse, nicht 
lytische Bakteriophagen, die in zwei Varianten zur Anwendung kamen: 
1. Helferphage M13KO7 (New England BioLabs GmbH, Frankfurt am Main) 
Dieser Bakteriophage enthält die genetische Information aller Wildtyp-
Hüllproteine. Nach Infektion der „phagemid“-tragenden E. coli Bakterien werden 
daher sowohl scFv-pIII Fusionsproteine als auch pIII Hüllproteine des Wildtyps 
produziert. Für die Verpackung der DNA werden sie willkürlich nach 
Verfügbarkeit eingebaut. Durchschnittlich 1-10 % der produzierten Phagen 
präsentieren eine scFv, unter 1 % präsentieren zwei oder mehr. Der Großteil der 
produzierten Phagen inkorporiert keine scFv-Fusionen, sondern nur pIII 
Wildtypproteine. 
2. Hyperphage M13KO7ΔpIII (PROGEN Biotechnik GmbH, Heidelberg)  
Dabei handelt es sich um einen M13KO7-abgeleiteten, gIII-defizienten 
Helferphagen. Für die Verpackung der DNA steht dem Phagen daher nur das 
rekombinante scFv-gIII Fusionsprotein zur Verfügung. Somit wird das scFv-
Fragment auf allen fünf pIII Hüllproteinen präsentiert.  
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2.8 Vektoren 
Die über „Phage Display“ selektionierten scFv-Antikörperfragmente wurden für die 
eukaryotische Produktion von scFv-SNAP-tag Fusionsproteinen über die SfiI und NotI 
Schnittstellen aus dem pIT2 Vektor (Kapitel 1.1.1) in den bicistronischen pMS-SNAP-tag 
Expressionsvektor kloniert (Abb. 2–1A). Dieser Vektor wurde vom pSecTag2 Vektor 
(Invitrogen, Darmstadt) und dem pIRES-eGFP Vektor (Clontech, Saint-Germain-en-Laye, 
Frankreich) abgeleitet.
134
 Das kotranslatierte „enhanced“ grün fluoreszierende Protein 
erlaubt dabei die Überwachung der scFv-SNAP-tag Produktion im Fluoreszenzmikroskop. 
Durch die vorgeschaltete Immunglobulin kappa Signalsequenz werden die Proteine in das 
Medium sezerniert und können durch den C-terminalen sechsfachen Histidin-tag detektiert 
und gereinigt werden. Das Zeocin-Resistenzgen vermittelt transfizierten Zellen einen 
Selektionsvorteil in zeocinhaltigem Medium. Zur Produktion von scFv-ETA` 
Immuntoxinen wurde das scFv-Fragment in den prokaryotischen pMT-ETA` 
Expressionsvektor kloniert (Abb. 2–1B), der von dem pET27b Vektor (Novagen, 
Darmstadt) abgeleitet wurde.
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 Dabei wird die scFv „in-frame“ an die Deletionsmutante 
des Pseudomonas Exotoxin A (ETA`) fusioniert und das rekombinante Fusionsprotein 
durch die vorgeschaltete Pektatlyase B (pelB) Signalsequenz von Erwinia carotovora im 
Periplasma angereicht. Die Expression der Immuntoxine unterliegt der Kontrolle des 
T7-Promotors und Terminators und wird über die Zugabe von Isopropyl-β-D-
thiogalaktopyranosid (IPTG) induziert. Zur Produktion löslicher scFv-Fragmente 
(Kapitel 3.3.1) wurde die ETA` kodierende Region entfernt.  
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Abb. 2–1. Schematische Darstellung der verwendeten Vektoren: A. Die Produktion von scFv-SNAP-tag 
Fusionsproteinen steht im eukaryotischen pMS-scFv-SNAP-tag Expressionsvektor unter der Kontrolle des 
Cytomegalievirus-Promotors (pCMV). Die Fusionsproteine werden durch die Immunglobulin kappa 
Signalsequenz (Ig-kappa) in den Überstand sezerniert, aus dem sie über den N-terminalen myc-tag (myc) 
oder den sechsfachen Histidin-tag (polyHis6) detektiert und gereinigt werden. Die interne ribosomale 
Eintrittsstelle (IVS/IRES) vermittelt die Kotranslation von „enhanced“ grün fluoreszierendem Protein 
(eGFP). Das Zeocin-Resistenzgen (ZeoR) vermittelt transfizierten Zellen einen Selektionsvorteil im 
zeocinhaltigen Medium. B. Die Produktion von scFv-ETA` Immuntoxinen steht im prokaryotischen pMT-
scFv-ETA` Expressionsvektor unter der Kontrolle des T7-Promotors (T7pro) und -Terminators (T7term). 
Dem Fusionsprotein vorgeschaltet befindet sich ein zehnfacher Histidin-tag (polyHis10) zur Reinigung nach 
bakteriellem Aufschluss. Das Kanamycin-Resistenzgen (KanR) vermittelt transformierten Bakterien einen 
Selektionsvorteil im kanamycinhaltigen Medium. BGH pA: bovines Wachstumshormon-
Polyadenylierungssignal, f1 ori: Replikationsursprung des Phagen f1, pSV40: SV40 Replikationsursprung, 
SV40 pA: SV40 Polyadenylierungssignal, ColE1: Replikationsursprung für Prokaryoten, AmpR: Ampicillin-
Resistenzgen, pBR322 origin: Startpunkt der prokaryotischen Replikation, LacI: Lac-Repressorgen, Lac op: 
Lac Operator, RBS: Ribosomenbindungsstelle, EKS: Enterokinasestelle. 
 
2.9 Oligonukleotide 
Die zur Sequenzanalyse und DNA Amplifikation mittels PCR eingesetzten Primer wurden 
unter zur Hilfenahme der Software Vector NTI 11 (Invitrogen, Darmstadt) entworfen und 
über Invitrogen bezogen. Sie sind nachstehenden nach Anwendungshäufigkeit aufgelistet:  
Bezeichnung Primer-Sequenz in 5´- 3´ Anwendung 
LMB3 CAG GAA ACA GCT ATG AC, 5` Sequenzierung 
   
fdSEQ1 GAA TTT TCT GTA TGA GG  3` Sequenzierung 
   
mSNAP forward CGA CTC ACT ATA GGG AGA CCC AAG C 5` Sequenzierung 
   
mSNAP reverse I CCT TTG CCC AGC AGC TTG ATC TCG 3` Sequenzierung 
   
mSNAP reverse II GCA ACT AGA AGG CAC AGT CG 3` Sequenzierung 
   
pMT-scFv-ETA`pMS-scFv-SNAP-tag
A B
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Bezeichnung Primer-Sequenz in 5´- 3´ Anwendung 
T7 Promotor TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 5` Sequenzierung 
   
T7 Terminator TAC AGG GCG CGT CCC ATT CG 3` Sequenzierung 
   
new ETA` rev. CCA GTG GGA TAG TTG CGC TCC A  3` Sequenzierung 
   
5` ETA` CCT GCC ACC TGC CGC TGG 5` Sequenzierung 
   
3` ETA` CCA GCG GCA GGT GGC AGG 3` Sequenzierung 
 
Für die zielgerichtete Mutagenese mussten auf Grund der unterschiedlichen Sequenzen in 
der CDR2 Primer-Paare für jeden selektionierten Klon entworfen werden. Eine Auflistung 
der mit Hilfe der „QuickChange Primer Design software“ von Agilent Technologies 
Genomics (http://www.genomics.agilent.com/CollectionSubpage.aspx?PageType=Tool 
&SubPageType=ToolQCPD&PageID=15) entworfenen Primer befindet sich im 
Anhang A1.  
2.10 Enzyme und Reaktionskits 
Die folgenden Enzyme zur DNA Amplifikation, Restriktion, Ligation und 
Dephosphorylierung wurden - soweit nicht anders angegeben - nach Herstellerangaben 
eingesetzt. 
Bezeichnung Hersteller 
GoTaq DNA Polymerase Promega GmbH, Mannheim 
  
Pfu DNA Polymerase (rekombinant) Fermentas, St. Leon-Rot 
  
T4 DNA Ligase Invitrogen, Darmstadt 
  
Antarktische Phosphatase New England BioLabs, Frankfurt am Main 
  
SfiI New England BioLabs, Frankfurt am Main 
  
NotI New England BioLabs, Frankfurt am Main 
  
DpnI Fermentas, St. Leon-Rot 
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In dieser Arbeit wurden folgende Reaktionskits nach Herstellerangaben verwendet. 
Bezeichnung Hersteller Verwendung 
NucleoSpin Plasmid Macherey-Nagel, Düren Isolation und Reinigung von Plasmiden aus 
Bakterien 
   
QIAquick Gel Extraction Qiagen GmbH, Hilden Isolation und Reinigung von DNA in der 
präparativen Agarose-Gelelektrophorese 
   
Apo-One Homogeneous 
Caspase–3/7 Assay 
Promega, Mannheim Messung der Caspase-3 und -7 Aktivität als 
Indikator für Apoptose 
   
Uptima BC Assay Protein 
Quantitation  
Interchim, Sankt Augustin-
Buisdorf 
Messung der Proteinkonzentration in Lösung 
   
FuGENE HD Transfection Roche Diagnostics GmbH, 
Mannheim 
Einbringen von Fremd-DNA in eukaryotische 
Zellen mittels Lipofektion 
   
ABTS  Roche Diagnostics GmbH, 
Mannheim 
2,2'-Azino-di-(3-ethylbenzthiazolin)-6-
sulfonsäure Substrat zur Detektion 
HRP-markierter Antikörper im ELISA 
   
SuperSignal West Femto 
Substrate Trial  
Thermo Fischer Scientific, 
Braunschweig 
„enhanced chemiluminescence” (ECL) Substrat 
zur Detektion HRP-markierter Antikörper im 
Western Blot 
 
2.11 Antikörper und -fragmente 
Als Positiv- und Negativkontrollen wurden die in unserer Arbeitsgruppe bereits 
charakterisierten Antikörperfragmente 425(scFv)
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, Ki-4(scFv)
137
 und H22(scFv)
138
 
verwendet. Zum spezifischen Nachweis von Proteinen im ELISA (Kapitel 3.5.1, 3.4.6 und 
3.4.7), in der Durchflusszytometrie (Kapitel 3.4.8 und 3.5.2) und Western Blot (3.3.10) 
kamen die aufgelisteten Antikörper zum Einsatz. Soweit nicht anders angegeben, wurden 
sie in Blockierungspuffer oder FACS Puffer auf die gewünschte Konzentration verdünnt. 
Bezeichnung Wirt Kopplung Anwendung Hersteller 
M13 Bacteriophage G8P 
Capsid antibody 
Maus FITC DF ACRIS, Herford 
     
HRP/Anti-M13 
Monoclonal Conjugate 
Maus HRP E GE Healthcare, München 
     
Penta-His Alexa Fluor 488 
Conjugate 
Maus Alexa Fluor 
488 
DF Qiagen GmbH, Hilden 
     
polyHistidine HRP MAb Maus HPR E R&D Systems, Wiesbaden-
Nordenstadt 
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Bezeichnung Wirt Kopplung Anwendung Hersteller 
Monoclonal Anti-
polyHistidine antibody 
Maus keine E/WE Sigma-Aldrich, Seelze 
     
Peroxidase Horse Anti-Mouse 
IgG Antibody 
Pferd HRP E/WE Vector Laboratories LTD., 
Peterborough, Großbritannien 
     
Anti-mouse IgG (Fc specific) 
antibody 
Ziege HRP E/WE Sigma-Aldrich, Seelze 
     
Goat anti-Mouse IgG (H+L)-
FITC 
Ziege FITC DF Dianova, Hamburg 
     
SNAP-tag Antibody Kaninchen keine E/WE GenScript, Aachen 
     
Goat polyclonal secondary 
Antibody to Rabbit IgG–H&L 
Ziege HRP E/WE Abcam PLC, Cambridge, 
Großbritannien 
     
Goat anti-rabbit MAb Ziege Alexa Fluor 
488 
DF Invitrogen, Darmstadt 
     
Mouse anti-ETA (TC1)
139
 Maus keine DF FhG IME, Aachen 
DF: Durchflusszytometrie, E: ELISA, WE: Western Blot, FITC: Fluoresceinisothiocyanat 
2.12 Molekulargewichtsmarker 
Bezeichnung Hersteller 
MassRuler DNA Ladder Mix Fermentas, St. Leon-Rot 
  
Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder  Fermentas, St. Leon-Rot 
  
Prestained Protein Ladder, Broad Range 
(10-230 kDa) 
New England BioLabs, Frankfurt am Main 
  
Novex Sharp Pre-stained Protein Standard Invitrogen, Darmstadt 
2.13 Verwendete Zelllinien 
Als Selektionszelllinie wurde die AML M2-abgeleitete Kasumi-1 Zelllinie verwendet. 
Weitere humane Zelllinien wurden auf eine Kreuzreaktivität der selektionierten scFv-
Antikörper getestet, als Negativkontrolle eingesetzt oder für die eukaryotische Produktion 
löslicher scFv-Fusionsproteine verwendet. Wenn nicht anders angegeben, wurden sie nach 
Zulieferdaten kultiviert. 
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Bezeichnung  Artikelnummer Beschreibung 
A-431 ACC 91 Humane Epidermale Karzinom Zelllinie 
   
AMO-1 ACC 538 Humane Plasmazytom Zelllinie 
   
GF-D8 ACC 615 Humane Akute Myelozytische Leukämie (AML FAB M1) Zelllinie 
   
HEK 293T ACC 635 Humane embryonale Nieren Zelllinie 
   
HL-60 ACC 3 Humane Akute Myeloische Leukämie (AML FAB M2) Zelllinie 
   
Kasumi-1 ACC 220 Humane Akute Myeloische Leukämie (AML FAB M2 ) Zelllinie 
   
KG-1 ACC 14 Humane Akute Myeloische Leukämie (AML) Zelllinie 
   
L-540 ACC 72 Humane Hodgkin Lymphoma Zelllinie 
   
Mono-Mac-1 ACC 252 Humane Akute Monozytische Leukämie (AML FAB M5) Zelllinie 
   
RPMI-8226 ACC 402 Humane Multiples Myelom Zelllinie 
   
SH-2 ACC 643 Humane Akute Myeloische Leukämie (AML FAB M2) Zelllinie 
   
U-266 ACC 9 Humane Multiples Myelom Zelllinie 
   
U-937 ACC 5 Humane Histiozytische Leukämie Zelllinie 
 
2.14 Zellkulturmedien und Zusätze 
Zur Kultivierung eukaryotischer Zellen wurden die aufgelisteten Medien und Zusätze 
verwendet. 
Bezeichnung Hersteller 
Rosewell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 
+GlutaMAX-I Medium, phenolrothaltig 
Invitrogen, Darmstadt 
  
RPMI 1640 Medium Invitrogen, Darmstadt 
  
Fötales Kälberserum (FKS) Invitrogen, Darmstadt 
  
Penicillin-Streptomycin (PenStrep) Invitrogen, Darmstadt 
  
Accutase PAA Laboratories GmbH, Cölbe 
  
Zeocin Invivogen, Toulouse, Frankreich 
  
PBS, pH 7,4 Invitrogen, Darmstadt 
  
Rekombinantes humanes GM-CSF PeproTech GmbH, Hamburg 
 
3 Methoden 
Soweit nicht anders angegeben, werden die folgenden Methoden bei einer Raumtemperatur 
von 21 °C durchgeführt. Die verwendeten Puffer und Medien sind in Kapitel 2.3 und 2.4 
aufgeführt. 
3.1 Zellbiologische Techniken 
Alle zellbiologischen Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgeführt. Falls 
nicht steril verfügbar, wurden Lösungen vor ihrem Einsatz autoklaviert oder durch einen 
Filter der Porengröße 0,22 µm sterilfiltriert. 
3.1.1 Gewinnung und Kultivierung von caninen dendritischen 
Zellen 
Canine dendritische Zellen (cDZ) wurden aus CD34+ hämatopoetischen Stammzellen 
durch magnetische Zellsortierung unter sterilen Bedingungen aus entnommenem caninen 
Knochenmark isoliert. Sie wurden von in Kooperation mit  Herrn Prof. Junghanß 
(Universität Rostock, Arbeitsgruppe Leukämie und Experimentelle Transplantation) in 
Iscove`s Modified Dubecco`s Medium, 15-20 % Hundeserum, 1 % PenStrep, 1 % nicht-
essentiellen Aminosäuren, 1 % Natriumpyruvat unter Zusatz von 200 ng/ml 
Rezeptortyrosinkinaseligand FLT3L, 5 – 80 ng/ml humanem GM-CSF und 10 ng/ml TNFα 
kultiviert. Der Verlauf der Differenzierung zu reifen DZ konnte dabei mikroskopisch auf 
Grund ihrer charakteristischen Fortsätze (Dendriten) beobachtet werden. Die ausgereiften 
Zellen wurden nach 11-14 Tagen geerntet und vor ihrem Einsatz zweifach mit 
phosphatgepufferter Salzlösung („phosphate-buffered saline“, PBS) gewaschen. 
3.1.2 Kultivieren und Passagieren von Zellen 
Die Kultivierung der Selektionszelllinie Kasumi-1 erfolgte in Rosewell Park Memorial 
Institute Medium (RPMI) 1640 ergänzt durch Zugabe von 20 % fötalem Kälberserum 
(FKS). Die Zellen wurden bei einer Dichte von 0,5-1 * 10
6
 Zellen/ml bei 37 °C und 
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5 % CO2 in einem Begasungsschrank mit 95 % relativer Luftfeuchte kultiviert. Das 
Nährmedium wurde alle drei bis vier Tage im Verhältnis 1 : 1 (Medium : Zellsuspension) 
erneuert. 
Die adhärent wachsende Zelllinie HEK 293T, die der Gewinnung eukaryotisch 
produzierter scFv-Fusionsproteine diente, wurde vor der Passage mit 8 ml PBS pro 75 cm
2
 
Kultivierungsfläche gewaschen und anschließend mit 1 ml Accutase bei 37 °C von der 
Kunststoffoberfläche gelöst. Die vereinzelten Zellen wurden mit 200 * g, 4 °C, 5 Minuten 
(min) pelletiert und in frischem Kultivierungsmedium aufgenommen. Die optimale 
Zelldichte, Zusammensetzung des Kultivierungsmediums, Auftau- und 
Einfrierbedingungen wurden der Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH (DSMZ) Datenbank entnommen. Die Tab. 3-1 fasst die 
Kultivierungsanleitung aller verwendeten Zelllinien zusammen.  
Tab. 3-1. Standardkultivierung der einzelnen Zelllinien. 
Name Kultivierungsmedium optimale 
Zelldichte  
[Zellen/ml] 
Wachstum 
A-431 RPMI 1640, 10 % FKS, 1 % PenStrep 7-12 * 10
6
/80 cm
2
 adhärent 
    
AMO-1 RPMI 1640, 20 % FKS 0,5-1,2 * 10
6
 in Suspension 
    
GF-D8 RPMI 1640, 20 % FKS,  
50 ng/ml rhGM-CSF 
0,3-1,0 * 10
6
 in Suspension 
    
HEK 293T RPMI 1640, 10 % FKS, 1 % PenStrep 2-3 * 10
6
/80 cm
2
 adhärent 
    
HL-60 RPMI 1640, 10 % FKS, 1 % PenStrep 0,5-1,0 * 10
6
 in Suspension 
    
Kasumi-1 RPMI 1640, 20 % FKS 0,5 * 10
6
 in Suspension 
    
KG-1 RPMI 1640, 10 % FKS, 1 % PenStrep 0,2-1,0 * 10
6
 in Suspension 
    
L-540 RPMI 1640, 20 % FKS 0,5 * 10
6
 in Suspension 
    
Mono-Mac-1 RPMI 1640, 10 % FKS 0,3-1,0 * 10
6
 in Suspension 
    
RPMI-8226 RPMI 1640, 10 % FKS, 1 % PenStrep 0,4-0,5 * 10
6
 in Suspension 
    
SH-2 Iscove´s MDM, 10 % FKS 0,5 * 10
6
 in Suspension 
    
U-266 RPMI 1640, 10 % FKS, 1 % PenStrep 0,2-1,0 * 10
6
 in Suspension 
    
U-937 RPMI 1640, 10 % FKS, 1 % PenStrep 0,1-1,0 * 10
6
 in Suspension 
FKS: fötales Kälberserum 
PenStrep:
 
Penicillin-Streptomycin  
rhGM-CSF: „recombinant human granulocyte-macrophage colony stimulating factor” 
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3.1.3 Kultivierung der Selektionszelllinie mit all-trans-
Retinoinsäure 
Um die Oberflächenexpression der Tumorzellen zu beeinflussen, wurden die Kasumi-1 
Zellen mit all-trans-Retinoinsäure („all-trans-retinoic acid“; ATRA) inkubiert. ATRA ist 
ein pharmazeutischer Wirkstoff, der für die systemische Therapie der akuten 
Promyelozytenleukämie (APL, AML M3) in Europa und Nordamerika zugelassen ist. 
Dieser AML-Typ zeichnet sich zu 95 % zytogenetisch durch die reziproke Translokation 
t(15;17)(q22;q11-12) aus, die zu der Fusion des promyelozytischen Gens (PML) auf 
Chromosom 15 und des „retinoic-acid-receptor“-α-(RARα)-Gens auf Chromosom 17 führt. 
Das entstandene Hybridgen kodiert das Onkoprotein PML/RARα, welches als konstitutiver 
und potenter Transkriptionsrepressor der RARα-Zielgene wirkt.140 Die Promyelozyten 
differenzieren nicht aus und verbleiben somit im Vorläuferstadium. 
Die Gabe pharmakologischer Dosen ATRA im Bereich von 45 mg/m
2
/Tag in der 
Therapie
141
, beziehungsweise von 10
-6 
M
 
zu promyelozytärer Zelllinien, bewirkt auf 
molekularer Ebene eine Aufhebung der Differenzierungsblockade der promyelozytären 
Blasten und induziert die Ausreifung in reife neutrophile Granulozyten.  
ATRA, in physiologischer Dosierung verabreicht, 
 moduliert und degradiert das PML/RARα Onkoprotein, 
 de-reprimiert die Transkriptionssuppression und ermöglicht so auf molekularer 
Ebene die Transkription der Zielgene, 
 hebt die Blockade mehrerer Signalwege auf, was zusätzlich zu einer 
Transkriptionsaktivierung führt 
und bewirkt dadurch die Aufhebung des anti-apoptotischen Effektes von PML/RARα und 
die terminale Differenzierung der APL Zellen.
140
 
Ziel war es daher, die Bindeaktivität der selektionierten scFv-Antikörper auf Membranen 
ATRA inkubierter Zellen zu testen und mit den ursprünglichen Bindedaten zu vergleichen. 
Da ATRA auch zellschädigend wirken kann, wurde vorab die maximal tolerierte 
Konzentration bestimmt. Dazu wurden 100 mg ATRA in 2,5 ml DMSO zu einer 
Stammlösung von 40 mg/ml (0,133 M) gelöst und sterilfiltriert. Frische Kasumi-1 Zellen 
wurden über sieben Tage unter Standardkulturbedingungen mit dem Zusatz von je 
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10
-2
-10
-9
 M ATRA kultiviert. Zur anschließenden Beurteilung der Zellviabilität wurde eine 
Vitalfärbung jedes Ansatzes mit Trypan Blau durchgeführt, um zwischen toten und 
lebenden Zellen unterscheiden zu können. Kasumi-1 Zellen einer frühen Passage wurden 
über einen Zeitraum von sieben Tagen mit der maximal tolerierten Konzentration 
inkubiert. Die behandelten Zellen wurden geerntet, wie in Kapitel 3.1.7 beschrieben zu 
Membranfragmenten präpariert und im ELISA (Kapitel 3.4.6, 3.4.7 und 3.5.1) eingesetzt.  
3.1.4 Transfektion scFv-Fusionsprotein-kodierender Plasmide in 
HEK 293T Zellen 
Für die eukaryotische Expression der scFv-SNAP-tag Konstrukte wurden HEK 293T 
Zellen mittels Lipofektion mit der gereinigten Plasmid-DNA der scFv-Fusionsproteine 
transfiziert. Für das erfolgreiche Einbringen exogener Nukleinsäuren in eukaryotische 
Zellen mittels Lipotransfektion sind die vier aufgeführten Parameter maßgeblich: 
1. das Verhältnis zwischen Transfektionsreagenz und gereinigter Plasmid-DNA, 
2. die Inkubationszeit des Transfektionsreagenz mit gereinigter Plasmid-DNA zur 
Formung eines Komplexes, 
3. das Volumen des Reagenz-DNA-Komplexes und 
4. die Zelldichte zum Zeitpunkt der Transfektion. 
 
Zur Vorbereitung der Lipofektion wurden das Transfektionsreagenz FuGENE HD (Roche 
Diagnostics GmbH, Mannheim) und die Plasmid-DNA im Verhältnis 3 : 1 oder 3 : 2 in 
serumfreiem Medium vorsichtig gemischt. Während der anschließenden Inkubation 
komplexiert die negativ geladene DNA mit den positiv geladenen Lipiden zu einem 
Lipoplex, der durch Endozytose über die Plasmamembran in das Zytoplasma der Zelle 
aufgenommen wird. Damit die transiente DNA in den Zellkern gelangt, sollte eine hohe 
Mitoserate der Zellen gewährleistet sein, indem das Reaktionsgefäß zum Zeitpunkt der 
Transfektion subkonfluent (75-85 %) bewachsen ist. Nach einer Komplexionszeit des 
Transfektionsreagenz mit der Plasmid-DNA von 15-20 min wurde das gesamte Gemisch 
zu den Zellen gegeben und unter Standardbedingungen kultiviert. Nach 48-72 Stunden (h) 
wurde der Zellkulturüberstand mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
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Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Western Blot auf sezernierte Fusionsproteine 
analysiert. Zusätzlich ermöglicht das auf dem Plasmid kodierte eGFP (Kapitel 2.8) die 
Protein exprimierende Klone in der Fluoreszenzmikroskopie zu identifizieren und, wie 
nachfolgend in Kapitel 3.1.5 beschrieben, auszuwählen. 
3.1.5 Kultivierung transfizierter HEK 293T Zellen 
Für die Selektion scFv-produzierender HEK 293T Zellen, wurden die transient 
transfizierten Klone unter Selektionsdruck durch Antibiotika kultiviert. Hierzu wurde dem 
Kultivierungsmedium 100 µg/ml Zeocin zugesetzt. Nach 12-14 Tagen Kultivierung unter 
Selektionsdruck wurden die Zellen durch Accutase vereinzelt und zu 1 * 10
3
 Zellen/ml 
ausgesät, um vereinzeltes Koloniewachstum zu erhalten. Die Kolonien wurden unter dem 
Mikroskop nach ihrer Fluoreszenzintensität in gering und hoch fluoreszierende 
Produzenten klassifiziert. Stark fluoreszierende Kolonien wurden mit Hilfe eines 
Zellschabers in eine neue Flasche überführt und bis zur Konfluenz kultiviert. Der Zellrasen 
einer 75 cm
2
 Flasche wurde in eine Dreibodenflaschen überführt und in 200 ml 
Selektionsmedium kultiviert. Der Überstand wurde alle sieben Tage geerntet, von 
Zelltrümmern befreit und bei 4 °C gelagert. Er wurde im Western Blot (Kapitel 3.3.10) auf 
das gewünschte Protein untersucht. 
3.1.6 Isolation humaner mononukleärer Zellen 
Mit Hilfe einer Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation (isopyknische Zentrifugation) 
wurden mononukleäre Zellen des peripheren Blutes („peripheral blood mononuclear cells“, 
PBMC) zur Depletion der selektionierten scFv-Antikörper aus humanem Vollblut oder 
alternativ aus Blutzellenkonzentrat („buffy coats“, Universitätsklinikum Aachen, Institut 
für Transfusionsmedizin) gesunder Spender isoliert. Um eine Gerinnung des Blutes zu 
vermeiden, wurde es mit EDTA versetzt und bis zu seinem Einsatz unter ständiger 
Bewegung aufbewahrt. Nach der 1 : 1 Verdünnung mit Ca
2+
/Mg
2+
 freiem PBS wurde das 
Blutmaterial vorsichtig über die vorgelegte Ficoll-Lösung (GE Healthcare, München) 
geschichtet. Dabei wurde ein Volumenverhältnis von 1 : 1 bis 2 : 3 (Ficoll : Blutmaterial) 
für eine scharfe Phasentrennung stets eingehalten. Während der Zentrifugation bei 800 * g, 
18-20 °C, 30 min und abgeschalteter Bremse wandern Erythrozyten, Granulozyten und tote 
Zellen auf den Boden des Röhrchens. Die mononukleären Zellen reichern sich in einer 
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Schicht zwischen Ficoll und Plasma an (Abb. 3–1). Diese PBMC enthaltende Interphase 
wurde vorsichtig abpipettiert und in ein separates 15 ml Schraubdeckelgefäß überführt. Um 
kontaminierende Thrombozyten und Zellmaterial zu entfernen, wurden die isolierten 
Zellen dreimal mit je 10 ml PBS verdünnt und bei 200 * g, 4 °C, 10 min pelletiert. Die 
gewaschenen Zellen wurden für die folgenden Versuche im Hämozytometer nach 
Vitalfärbung gezählt und je nach Anforderung in Homogenisierungs- oder FACS Puffer 
aufgenommen. 
 
 
Abb. 3–1. Isolation von mononukleären Zellen mittels Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation: Während der 
Zentrifugation werden mononukleäre Zellen (PBMC) auf Grund ihrer Dichte in der Interphase zwischen 
Ficoll-Reagenz und Blutplasma angereichert. Zellen höherer Dichte (Erythrozyten, Granulozyten) und tote 
Zellen sedimentieren zu Boden.  
 
3.1.7 Herstellung von Membranfragmenten 
Zelloberflächen-assoziierte Membranantigene können durch eine Kombination aus 
Ultraschall und fraktionierter Ultrazentrifugation in ihrer nativen Konformation isoliert 
und biologisch aktiv konserviert werden.
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 Hierzu wurden 1 * 10
7
 Zellen der gewünschten 
Linie in einer niedrigen Passage geerntet und bei 200 * g, 4 °C, 5 min pelletiert. Das 
Zellpellet wurde dreimal mit je 10 ml PBS unter den gleichen Zentrifugationsbedingungen 
gewaschen und anschließend in 10 ml eiskaltem Homogenisierungspuffer aufgenommen 
und auf Eis gestellt. Die Zellsuspension wurde auf Eis zweimal 1 min einem Ultraschall 
70%iger Intensität ausgesetzt. Größere Membranfragmente (MF) wurden anschließend bei 
Plasma
Interphase mit PBMC
Ficoll-Reagenz
Erythrozyten, 
Granulozyten und tote Zellen
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1000 * g, 4 °C, 12 min zentrifugiert und der Überstand in einem Ultrazentrifugenröhrchen 
bei 100.000 * g, 4 °C, 20 min ultrazentrifugiert. Das Membranpellet wurde in 10 ml 
Resuspendierungspuffer aufgenommen und nochmals unter gleichen Bedingungen 
zentrifugiert. Die pelletierten MF wurden in 1,2 ml PBS resuspendiert und bis zu ihrer 
Verwendung in Teilmengen bei -80 °C eingelagert. Als Alternative zu ganzen Zellen 
wurden die gewonnenen MF als Selektionsantigen oder „screening“-Antigen im Membran-
ELISA eingesetzt. 
3.2 Molekularbiologische Methoden 
Grundlegende Techniken der Nukleinsäure-Manipulation wie z.B. Isolation von Plasmiden 
aus Bakterienkulturen, das Schneiden von DNA mit Restriktionsenzymen, 
Dephosphorylierung von Plasmid-DNA, Verknüpfen von DNA mit Hilfe von Ligasen und 
die Transformation von E. coli Bakterien mittels Elektroporation oder Hitzeschock 
orientieren sich an der Protokollsammlung in Sambrooks und Maniatis dritter Auflage von 
„Molecular Cloning“.143 Methodische Abweichungen sind im Einzelnen bei ihrer 
Anwendung erläutert. 
3.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Die Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde in dieser Arbeit - in Kombination mit 
weiteren Techniken - hauptsächlich für zwei Anwendungen genutzt: 
1. die Untersuchung auf das Vorhandensein eines gesuchten DNA-Abschnittes und 
2. die Vervielfältigung des gewünschten DNA-Abschnittes für die Sequenzanalyse. 
 
Der Vollständigkeit halber sei bereits auf den Einsatz der PCR in der zielgerichteten 
Mutagenese verwiesen (Kapitel 3.4.9), auf die hier nicht weiter eingegangen werden soll. 
Das gesuchte DNA-Fragment wurde aus der gereinigten Plasmid-DNA oder einer 
Plasmid-tragenden Bakterienkolonie mit Hilfe geeigneter Primer wie folgt amplifiziert: 
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Ansatz PCR-Reaktion:  Ablauf Temperatur Zeit Anzahl 
Zyklen 
1 µl Plasmid-DNA   Initiale     
5 µl 10x GoTaq Reaktionspuffer  Denaturierung 94 °C 3 min 1 
0,3 µl dNTP (100 mM)      
10 pmol „sense“ Primer   Denaturierung 94 °C 1 min  
10 pmol „antisense“ Primer  Primerhybridisierung 50 °C 45 sec 25-30 
0,15 µl GoTaq DNA Polymerase  Elongation 72 °C 2 min  
2 µl DMSO      
14,2 µl ddH2O  Finale Elongation 72 °C 10 min 1 
   Kühlung 4 °C ∞ 1 
dNTP: Desoxyribonukleosidtriphosphate 
DMSO: Dimethylsulfoxid 
sec: Sekunden 
 
Während für die E. coli-Stämme Rosetta 2(DE3), HB2151 und XL-1 blue die beschriebene 
PCR-Konditionen verwendet werden konnten, musste der Ansatz und Ablauf beim Einsatz 
von TG1F
+
 optimiert werden:  
Ansatz PCR-Reaktion  Ablauf Temperatur Zeit Anzahl 
Zyklen 
5 µl 10x PCR Puffer   Initiale     
3 µl 25 mM MgCl2  Denaturierung 95 °C 10 min 1 
0,3 µl dNTP (100 mM)      
1 µl „forward“ Primer (10 pmol)  Denaturierung 95 °C 1 min  
1 µl „reverse“ Primer (10 pmol)  Primerhybridisierung 50 °C 1 min 30 
0,2 µl  GoTaq DNA Polymerase  Elongation 72 °C 1,5 min 
0,5 µl  60 % Glycerol      
39 µl ddH2O  Finale Elongation 72 °C 10 min 1 
   Kühlung 4 °C ∞ 1 
dNTP: Desoxyribonukleosidtriphosphate 
 
Die Reagenzien ohne Plasmid-DNA wurden als Vielfaches (Anzahl der Reaktionen) in 
einem 1,5 ml Eppendorf-Gefäß auf Eis vorgemischt (Mastermix) und in PCR-Gefäße 
überführt. Nach Zugabe von 1 µl der zu untersuchenden DNA oder Zellklonen einer 
Bakterienkolonie erfolgte die PCR mit einer DNA Amplifikation über 25-30 Zyklen. Als 
Positiv- und Negativkontrolle dienten ein bereits beschriebener scFv-Klon und 
autoklaviertes ddH2O. Das resultierende PCR-Fragment wurde über eine Agarose-
Gelelektrophorese analysiert und gereinigt (Kapitel 3.2.2), die Konzentration in einem 
Photometer gemessen und zum Sequenzieren mit den gleichen Primern vorbereitet.  
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3.2.2 Agarose-Gelelektrophorese 
Analytische Agarose-Gelelektrophorese: 
Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten nach Restriktionsverdau und PCR-Reaktionen 
wurde eine analytische Agarose-Gelelektrophorese durchgeführt. Hierfür wurde Agarose 
zu einer Konzentration von 0,8-2 % (w/v) in 1x TAE Puffer unter Erwärmung in einer 
Mikrowelle gelöst und mit 0,1 μg/ml Ethidiumbromid versetzt in eine Form gegossen. Das 
erstarrte Gel wurde in eine Kammer mit TAE Puffer gegeben und mit den DNA-Proben 
sowie einem Molekulargewichtsmarker als Standard beladen. Die DNA-Fragmente 
wanderten unter Anlegen einer Spannung von 4-5 V/cm und wurden so nach ihrer Größe 
separiert. Die DNA-Banden wurden anschließend in einem UV-Transilluminator bei einer 
Wellenlänge von 302 nm visualisiert und mit einem Photodokumentationssystem mit Hilfe 
der Software Argus X1 dokumentiert.
 
Sowohl die Fragment- und Vektorgrößen als auch 
die Konzentration von DNA-Lösungen konnten im Vergleich zu dem aufgetragenen 
Standard ermittelt werden.
 
Präparative Agarose-Gelelektrophorese: 
Zur Isolation des gewünschten DNA-Fragmentes aus einem Gemisch nach der Restriktion, 
PCR oder Plasmidisolation wurde die DNA-Lösung in einem Agarose-Gel 
elektrophoretisch getrennt und visualisiert (Kapitel 3.2.2). Das gewünschte Fragment 
konnte anschließend mit einem Skalpell herausgeschnitten und mit Hilfe des QIAquick Gel 
Extraction Kits (Qiagen, Hilden) gereinigt werden. Für den weiteren Einsatz der isolierten 
DNA in der Ligation, Transfektion oder Sequenzanalyse wurde sie bei -20 °C gelagert. 
3.2.3 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von 
Nukleinsäuren 
Für die Bestimmung der Konzentration von DNA-Lösungen wurde die analytische 
Agarose-Gelelektrophorese (Kapitel 3.2.2) oder die photometrische Messung durchgeführt. 
Die Ermittlung der DNA-Konzentration in Ethidiumbromid-haltigen Agarose-Gelen 
erfolgte nach Gelelektrophorese durch den Vergleich der Fluoreszenzintensität (Anregung 
bei 302 nm) der Probebande mit den Banden des DNA-Standards bekannter Konzentration. 
Zur Konzentrationsbestimmung durch photometrische Messung wurde die Extinktion bei 
260 nm bestimmt. Durch das Verhältnis 260/280 nm konnte zusätzlich der Reinheitsgrad 
der DNA ermittelt werden. 
3 Methoden 56 
3.2.4 Sequenzierung 
Die Sequenzierungsreaktion wurde von Eurofins MWG operon mit der Didesoxymethode 
nach Sanger
144
 durchgeführt. Eine Sequenzierung der DNA war zu mehreren Zeitpunkten 
erforderlich:  
1. Die im monoklonalen Phagen-ELISA identifizierten Binder wurden durch die 
Sequenzierung auf ihre Einzigartigkeit überprüft.  
2. Nach der zielgerichteten Mutagenese wurde das Vorhandensein der eingefügten 
Punktmutation überprüft.  
3. Die Klonierungsarbeiten wurden mit Hilfe der Sequenzierung auf den korrekten 
Einbau von Teilbereichen überprüft. 
 
Die zu untersuchenden DNA-Fragmente wurden mittels PCR (Kapitel 3.2.1) amplifiziert 
und die gesuchte Bande in der präparativen Agarose-Gelelektrophorese (Kapitel 3.2.2) 
isoliert. Nach Konzentrations- und Reinheitsbestimmung mittels photometrischer Messung 
wurden die DNA-Proben mit den entsprechenden Primern und autoklaviertem ddH2O 
gemischt. Die resultierenden Daten wurden mit Hilfe der Vector NTI 11 Software 
ausgewertet. 
3.3 Proteinbiochemische Methoden 
Die hier beschriebenen Techniken dienten der Gewinnung, Reinigung und Analyse 
löslicher scFv-Antikörperfragmente. Die Handhabung und Charakterisierung 
scFv-präsentierender Phagen wird in Kapitel 3.4 beschrieben. 
3.3.1 Prokaryotische scFv-Expression im Mikrotitermaßstab 
Für die Produktion löslicher scFv-Antikörper im Mikrotitermaßstab wurden die scFv-
kodierenden pIT2 Plasmide (Kapitel 1.1.1) in den Expressionsstamm HB2151 
transformiert. Bei diesen E. coli Bakterien handelt es sich um einen „non-suppressor“ 
Stamm, der das TAG Stopcodon zwischen scFv und gIII erkennt und somit die Translation 
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nach der scFv abbricht. Einzelne Plasmid-tragende Kolonien wurden in 150 µl vorgelegtes 
2x TY
AG
 Medium auf eine 96-„well“ Mikrotiterplatte transferiert und über Nacht bei 37 °C 
und 225 rpm inkubiert. Zehn µl dieser Vorkultur wurden in 200 µl 2x TY
A
 mit 
0,1 % Glucose verdünnt und für weitere drei Stunden kultiviert. Bei einer optischen 
Dichte, gemessen bei einer Wellenlänge von 600 nm (OD600 nm), von 0,9 wurde die scFv-
Expression durch Zugabe von 25 µl Induktionsmedium induziert und die Platte über Nacht 
bei 30 °C und 225 rpm inkubiert. Das Prinzip der Expressionsinduktion beruht auf dem 
lac-Operon Modell, in welchem das zugeführte IPTG den lac-Repressor inhibiert und 
dadurch das nachgeschaltete Gen transkribiert werden kann. Nach Pelletieren der Zellen 
wurde der Überstand verworfen und die scFv-Proteine durch osmotischen Schock aus dem 
Periplasma gewonnen. Dazu wurde das Pellet in 40 µl 1x TES Puffer resuspendiert und für 
20 min bei 37 °C unter ständigem Schütteln inkubiert. Anschließend wurden 60 µl 
0,2x TES Puffer hinzupipettiert und für weitere 30 min inkubiert. Der scFv enthaltende 
Überstand wurde durch Zentrifugation bei 1800 * g, 4 °C, 5 min von Zelltrümmern befreit 
und zur Analyse im SDS-PAGE, Western Blot und im scFv-ELISA eingesetzt. Die 
Vorkultur wurde mit 15 % Glycerol versetzt und bei -80 °C gelagert. 
3.3.2 Prokaryotische Expression der Immuntoxine  
Für die Expression der Immuntoxine wurden die selektionierten scFv-Antikörper in den 
Expressionsvektor pMT-ETA` (Kapitel 2.8) kloniert und mittels Hitzeschock in den E. coli 
Rosetta 2(DE3) Expressionsstamm transformiert. Durch die Kolonie-PCR (Kapitel 3.2.1) 
einzelner Klone konnten Plasmid-tragende Klone ausgewählt und für spätere 
Anwendungen kryokonserviert werden. Die Expression der rekombinanten 
Fusionsproteine wurde vergleichend konventionell oder nach Barth et al.
145
 unter 
Stressbedingungen durchgeführt. Hierbei werden große Mengen funktionaler Immuntoxine 
unter osmotischem und hypothermischem Stress exprimiert, die anschließend durch 
Aufschluss der Bakterien (Kapitel 3.3.3) gewonnen werden können. 
Für die Standardexpression wurde eine Vorkultur in 50 ml 2x TY
KC
 Medium mit 
0,1 % Glucose über Nacht bei 37 °C, 200 rpm kultiviert. Am nächsten Tag wurden 350 ml 
Hauptkultur mit Hilfe der Vorkultur auf OD600 nm = 0,1 inokuliert und wie beschrieben bis 
OD600 nm = 0,9 kultiviert. Die Proteinexpression wurde durch die Zugabe von 2 mM IPTG 
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induziert und für 16 h fortgesetzt. Die Zellen wurden bei 4000 * g, 4 °C, 15 min 
abzentrifugiert und das Pellet bei -80 °C gelagert. 
Für die Stressexpression der gewünschten scFv-ETA` Konstrukte wurde eine 
Übernachtkultur in 50 ml TB
+
 Medium mit 300 µl 40%iger Glucoselösung angesetzt und 
bei 28 °C, 200 rpm angezogen. Für die Hauptkultur am nächsten Tag wurden 250 ml 
TB
+
 Medium mit 7 ml der Übernachtkultur in einem 2 L Erlenmeyerkolben mit Schikanen 
angeimpft und bei 26 °C, 200 rpm kultiviert. Bei OD600 nm = 1,6 wurde der Kultur 
0,5 M Sorbitol, 4 % (w/v) NaCl und 10 mM Betain sowie weitere 50 ml TB
+
 Medium 
zugesetzt und für 30 min unter den vorherigen Bedingungen inkubiert. Zur Induktion der 
Proteinproduktion wurden der Kultur 2 mM IPTG zugesetzt. Anschließend wurde sie 
weitere 16 h kultiviert. Die Bakterien wurden bei 4000 * g, 4 °C, 15 min pelletiert und bis 
zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. 
3.3.3 Isolation der Immuntoxine nach prokaryotischer 
Expression  
Nach der prokaryotischen Expression wurden die funktionalen Immuntoxine durch eine 
Kombination von Einfrier-Auftau-Zyklen und Anwendung von Ultraschall aus dem 
periplasmatischen Raum der E. coli Bakterien Rosetta 2(DE3) gewonnen. Hierzu wurde 
das gefrorene Zellpellet in Lyse Puffer unter ständigem Rühren auf Eis in Suspension 
gebracht und anschließend durch Ultraschall aufgeschlossen (Ultraschallspitze KS-76, 
6 * 1 min bei 9 Zyklen, 70 % Intensität). Um eine Überhitzung zu vermeiden, wurde 
zusätzlich zwischen den Zyklen für 15 Sekunden (sec) pausiert. Die periplasmatische 
Fraktion wurde nach Pelletieren der Zellfragmente bei 30.000 * g, 4 °C, 30 min gewonnen 
und die Immuntoxine umgehend über ihren polyHistidin-tag mit Hilfe der immobilisierte 
Metallchelat-Affinitätschromatographie gereinigt (Kapitel 3.3.4.2).  
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3.3.4 Immobilisierte Metallchelat-Affinitätschromatographie 
(IMAC) 
Die terminale Fusion eines polyHistidin-tag an ein Protein ermöglicht dessen Reinigung 
durch Affinitätschromatographie mit Hilfe von Säulen oder im Ansatz („batch“)-Verfahren 
über eine suspendierte Matrix. Die Wechselwirkung beruht auf den freien Elektronen der 
Imidazolreste der konsekutiven Histidine als Elektronendonator mit den immobilisierten 
bivalenten Kationen (z.B. Nickel oder Cobalt) als Elektronenakzeptor, die an der festen 
Phase (z.B. Nitrilotriessigsäure; NTA, Iminodiessigsäure; IDA oder Talon) gebunden sind. 
Durch Zugabe von Imidazol wird die Wechselwirkung kompetitiert und das Zielprotein 
somit von der Matrix eluiert. Die IMAC-Methode diente in dieser Arbeit der Gewinnung 
kleiner Mengen von Zielproteinen aus prokaryotischer oder eukaryotischer Produktion in 
einer „batch“-Reinigung. 
3.3.4.1 IMAC nach eukaryotischer scFv-Expression 
Der bei 4 °C gelagerte Kulturüberstand von scFv-Fusionsprotein produzierenden 
HEK 293T Zellen wurde bei 4500 * g, 4 °C, 5 min zentrifugiert. Ein Volumen von 9 ml 
des zellmaterialfreien Überstandes wurde mit 3 ml 4x Equilibrierungspuffer versetzt und 
mit 100 µl equilibrierter Talon Matrix (Clontech, Saint-Germain-en-Laye, Frankreich) bei 
RT unter ständigem Schwenken inkubiert, um eine Bindung der sechsfachen Histidinreste 
an das Material zu erlauben. Nach 1 h wurde die Matrix bei 6000 * g, 2 min zentrifugiert 
und zweimal mit 1 ml Waschpuffer gewaschen, um unspezifisch gebundene Proteine zu 
entfernen. Dabei wurde der Puffer durch Eintauchen der Pipettenspitze und Absaugen 
unterhalb der Pellets abgenommen. Die Elution erfolgte in 100 µl Elutionspuffer. Die 
Matrix wurde sedimentiert und der proteinhaltige Überstand abgenommen. Das Zielprotein 
wurde direkt oder nach Lagerung bei 4 °C über SDS-PAGE und Western Blot 
(Kapitel 3.3.8 und 3.3.10) auf Reinheit und Konzentration getestet und anschließend im 
scFv-ELISA (siehe Kapitel 3.5.1.2) eingesetzt. 
3.3.4.2 IMAC nach prokaryotischer scFv-Expression 
Für die Reinigung prokaryotisch produzierter scFv-Proteine erfolgte die Inkubation von 
1 ml equilibrierter Ni-NTA Matrix (Lyse Puffer) mit dem gesamten Rohextrakt der 
Expression (Kapitel 3.3.1) auf einer 20 ml Einmal-Tropfsäule (Econo-Pac Column, 
Bio-Rad, Offenbach). Nach einer Inkubationszeit von 10 min unter ständigem Aufwirbeln 
der Matrix wurde der Durchfluss aufgefangen und erneut auf die Matrix gegeben. Nach 
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dreifacher Inkubation wurde die Matrix durch einmaliges Waschen mit 10 ml 
Waschpuffer 1 und zweimaliges Waschen mit 10 ml Waschpuffer 2 von unspezifisch 
gebundenen Proteinen befreit, bevor das gereinigte Immuntoxin durch Zugabe von 5 ml 
Elutionspuffer von der Matrix gelöst wurde. Das Zielprotein wurde in 0,5 ml Fraktionen 
aufgefangen, in SDS-PAGE und Western Blot auf seine Reinheit überprüft und in der 
Durchflusszytometrie sowie Proliferations- und Apoptose-Analyse getestet. 
3.3.5 Fluorophorkopplung von scFv-SNAP-tag Fusionsproteinen  
Der SNAP-tag leitet sich von dem Enzym O6-Alkylguanin-DNA-Alkyltransferase (AGT) 
ab, welches in Säugetierzellen ubiquitär vorkommt.
146, 147
 Die eigentliche Funktion der 
AGT liegt in der Reparatur von O6-alkylierten Guaninen innerhalb der DNA, bei der die 
Alkylgruppe irreversibel auf ein Cystein der AGT übertragen wird. Da die Reaktion wenig 
spezifisch ist, können anstelle der alkylierten DNA ebenso O6-Benzylguanine (BG) als 
Substrate verwendet werden. Die Amino-Funktionalisierung der BG erlaubt die 
Umsetzung von N-Hydroxysuccimid-aktivierten Fluoreszenzfarbstoffen, wodurch die 
SNAP-tag Substrate an den Benzylgruppen fluoreszenzmarkiert werden. Bei der 
Inkubation von SNAP-tag Fusionsproteinen mit markierten BG wird die Benzylgruppe 
kovalent und stöchiometrisch an das SNAP-tag gebunden. Derartige Substrate, wie 
beispielsweise BG Vista Green oder Alexa Fluor 647, wurden für diese Arbeit von New 
England BioLabs (NEB) bezogen. Das lyophilisierte Produkt wurde in 50 µl 
Dimethylsulfoxid (DMSO) zu einer Konzentration von 1 nmol/µl gelöst und bei -20 °C 
lichtgeschützt aufbewahrt.  
Die scFv-SNAP-tag Fusionsproteine wurden, wie in Kapitel 3.3.4.1 beschrieben, über 
IMAC aus dem Kulturüberstand von transfizierten HEK 293T Zellen gereinigt. Alternativ 
zu der Elution des einfachen Zielproteins konnten die an die Matrix gebundenen Proteine 
direkt an ein Fluorophor konjugiert werden. Dazu wurde die beladene Matrix mit dem 
einfachen Volumen Equilibrierungspuffer resuspendiert und mit 1-2 µl Substrat 
(50 nM Vista Green oder Alexa Fluor 647) pro 100 µl Matrix für 1 h bei RT inkubiert. 
Nach Entfernen des überschüssigen Substrates durch dreifaches Waschen mit 
1x Waschpuffer wurde das Zielprotein über 30 min eluiert und nach Sedimentieren der 
Matrix abgenommen. Bei den Arbeiten mit lichtsensitiven Substanzen wurde stets in 
abgedunkelten Räumen und unter Zuhilfenahme von Alufolie gearbeitet. Die 
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fluoreszenzmarkierten scFv-SNAP-tag Proteine wurde direkt oder nach Lagerung bei 4 °C 
in der SDS-PAGE (Kapitel 3.3.8), Durchflusszytometrie (Kapitel 3.5.2) und 
Konfokalmikroskopie (Kapitel 3.6.2) getestet. 
3.3.6 Umpuffern von Proteinlösungen 
Zur Entfernung niedermolekularer Bestandteile wurden Proteinlösungen mit einem 
Volumen ≤ 2,5 ml durch PD-10 Entsalzungssäulen umgepuffert. Dazu wurden die Säulen 
mit 20 ml ddH2O equilibriert und anschließend mit 2,5 ml Probe beladen. Der Durchfluss 
mit niedermolekularen Bestandteilen wurde verworfen und die retentierten Proteine mit 
3 ml PBS eluiert. 
3.3.7 Einengen von Proteinlösungen 
Für das Einengen von Proteinlösungen wurden VivaSpin 6 und VivaSpin 15 Zentrifugal 
Konzentratoren (Sartorius, Göttingen) mit einer Trenngrenze von 5 oder 30 kDa eingesetzt. 
Die zu konzentrierende Lösung wurde direkt auf die Polyethersulfon-Membran gegeben 
und nach Herstellerangaben bei 4 °C zentrifugiert, bis das gewünschte Volumen erreicht 
war. Alternativ zum Umpuffern über PD-10 Säulen (Kapitel 3.3.6) wurde die 
Proteinlösung dreimal mit PBS auf 5 ml aufgefüllt und erneut eingeengt. 
3.3.8 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Die Auftrennung der Proteinproben nach Molekulargewicht erfolgte in der 
diskontinuierlichen Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE). 
Hierfür wurden die Proben mit 1/5 Volumen Protein Ladepuffer versetzt und zur 
Denaturierung bei 95 °C für 10 min erhitzt. Die erkalteten und kurz zentrifugierten Proben 
wurden dann in die Probetaschen des Sammelgels pipettiert und bis zum Herauslaufen des 
Bromphenolblau-haltigen Ladepuffers aus dem Trenngel durch die Elektrophorese 
getrennt. Die Vista Green-markierten Proteine konnten durch Anregung bei 460 nm 
Wellenlänge in einer Dunkelkammer (VersaDoc) bei 510 nm Wellenlänge detektiert 
werden. Dadurch war ein spezifischer Nachweis schon vor dem Western Blot gegeben. Zur 
Visualisierung unmarkierter Proteine wurden diese unspezifisch durch Coomassie Brillant 
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Blue angefärbt (Kapitel 3.3.9). Die Proteingröße wurde mit Hilfe eines 
Molekulargewichtsmarkers abgeschätzt. Ihre Konzentration wurde mit Hilfe der AIDA 
Software unter Berücksichtigung des aufgetragenen Probenvolumens und eines 
Proteinstandards bestimmt. 
3.3.9 Proteinfärbung mit Coomassie Brillant Blue 
Die im SDS-PAGE nach Molekulargewicht getrennten Proteine wurden für 30 min in einer 
Lösung aus 10 % Eisessig und 40 % Ethanol fixiert und anschließend in einer Lösung aus 
einem Teil 0,2 % SERVA Blau R in 90 % Ethanol und einem Teil 20 % Essigsäure für 
20 min gefärbt. Für eine schnelle Entfärbung konnte das Gel zuerst für fünf Minuten in der 
Fixierlösung und anschließend bis zur ausreichenden Entfärbung in einer Lösung aus 10 % 
Eisessig und 20 % Ethanol entfärben. 
3.3.10 Western Blot 
Für einen spezifischen Nachweis der gesuchten Proteine wurde die Probe zunächst durch 
SDS-PAGE aufgetrennt und durch Elektrotransfer auf eine Nitrozellulosemembran 
übertragen. Die unspezifische Anfärbung der Proteine auf der Membran mit Ponceau-
Lösung machte eine Kontrolle des Transfers möglich. Die Membran wurde anschließend 
dreimal 5 min mit ddH2O entfärbt und dann mit Blockierungspuffer für 2 h abgesättigt. 
Nach dreimal 5 min Waschen mit PBST erfolgte über 1 h die spezifische Detektion des 
gesuchten Proteins mit einer Verdünnung des primären Antikörpers in Blockierungspuffer. 
Erneutes Waschen entfernte überschüssige Antikörper, bevor die Membran mit der 
entsprechenden Verdünnung des HRP-markierten Sekundärantikörpers in 
Blockierungspuffer für eine weitere Stunde inkubiert wurde. Nach wiederholtem 
dreimaligen Waschen erfolgte die Entwicklung mittels Farbreaktion mit Diaminobenzidin 
(DAB) für 5 min mit anschließendem Stoppen der Reaktion durch ddH2O. Alternativ 
wurden geringere Proteinmengen mit Chemilumineszenz (ECL Western Blotting 
Substrate, SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate) nachgewiesen und im 
Dokumentationssystem visualisiert. Zur Abschätzung der Proteingröße wurde zusätzlich 
ein gefärbter Molekulargewichtsmarker mit aufgetragen. 
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3.3.11 Bestimmung von Proteinkonzentrationen 
Die Konzentration von Proteinlösungen wurde mittels zwei verschiedener Verfahren 
bestimmt. In einem dieser Verfahren wurde von gereinigten scFv-Konstrukten eine SDS-
PAGE (Kapitel 3.3.8) durchgeführt, in der die Proteinproben nach Coomassie-Färbung mit 
einem BSA (Bovines Serumalbumin)-Standard (10 µg/ml–500 µg/ml) visuell mit Hilfe der 
AIDA Image Analyzer Software 4.27 verglichen wurden. Der Vorteil dieser Methode liegt 
darin, dass nicht nur die Gesamtproteinkonzentration, sondern auch die des Zielproteins in 
der Proteinlösung bestimmt werden kann. Um das Ergebnis des Gels zu verifizieren oder 
die Gesamtkonzentration von beispielsweise Membranfragment-Lösungen zu bestimmen, 
wurde die kolorimetrische Methode mit Bicinchoninsäure („bicinchoninic acid“, BCA) 
durchgeführt. Das Verfahren beruht auf der quantitativen Umsetzung zweiwertiger zu 
einwertigen Kupferionen durch Proteine. Diese bilden mit der Bicinchoninsäure einen 
violetten Komplex, dessen Absorption bei einer Wellenlänge von 562 nm ausgewertet 
werden kann. Mittels eines BSA-Standards im Probenpuffer konnte die Konzentration 
anhand der Standardkurve graphisch ermittelt werden.  
3.3.12 Massenspektrometrische Analyse der scFv-Fragmente 
Für die Sicherstellung der Identität gereinigter scFv-Proteine wurden diese in der 
Massenspektrometrie auf ihre Aminosäuresequenz analysiert. Hierzu wurden 20 µl der 
Probe, wie in Kapitel 3.3.8 beschrieben, für die elektrophoretische Auftrennung im SDS-
PAGE vorbereitet und mit Hilfe der Coomassie-Färbung (Kapitel 3.3.9) fixiert und 
visualisiert. Die gewünschte Bande wurde mit Hilfe eines Skalpells aus dem Gel 
herausgeschnitten und zerkleinert. Die zerkleinerten Gelstücke wurden durch Zugabe von 
Ammoniumhydrogencarbonat (NH4HCO3) und Acetonitril entfärbt, mit Dithiothreitol 
(DTT) denaturiert und mit Iodacetamid alkyliert. Die Analyse der Proteine wurde nach 
proteolytischer Spaltung mit einer 12,5 ng/µl Trypsin-Lösung und Extraktion aus dem Gel 
in der nanoHPLC (Dionex, Germering) und einem ESI-MS/MS Massenspektrometer 
(Micromass electrospray Q-TOF-2, Waters Corporation, Eschborn) ausgeführt. Die 
Identifikation der Proteine erfolgte mit Hilfe der Proteindatenbank MASCOT (Matrix 
Science, London, Großbritannien). 
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3.4 „Phage Display“ Methoden zur Selektion von 
rekombinanten scFv-Antikörpern 
In dieser Arbeit wurden, wie bereits in der Einleitung beschrieben, die Tomlinson Phagen 
Bibliotheken I und J verwendet. Um Verwechslungen und Kontaminationen der beiden 
Bibliotheken möglichst zu vermeiden, wurden sie stets separat verwendet und unter einer 
Werkbank bearbeitet. 
3.4.1 Phagenproduktion der Tomlinson Bibliotheken I + J 
Anzucht: Zur Anzucht der Tomlinson Phagen Bibliotheken wurde ein 500 µl Aliquot der 
kryokonservierten, „phagemid“-tragenden E. coli TG1F+ Kulturen in 5 ml 2x TYAG bei 
37 °C, 225 rpm über Nacht vorkultiviert. Am nächsten Tag wurden frische 15-25 ml des 
gleichen Mediums mit der Vorkultur angeimpft und bis zu einer OD600 nm = 0,4 kultiviert. 
Fünf ml dieser Kultur wurden für die Infektion mit Helferphagen weiterverwendet. Die 
restliche Kultur wurde einmalig für weitere 2 h hochgezogen und anschließend bei 
4500 * g, 4 °C, 10 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in Einfriermedium aufgenommen, 
zu 500 µl aliquotiert und bei -80 °C eingelagert. 
 
Helferphageninfektion: Sobald die Bakterien in der logarithmischen Wachstumsphase 
waren, wurden 1 * 10
10
 Helferphagen (MOI ≥ 20) zu 5 ml der Kultur gegeben und für 
30 min bei 37 °C stationär inkubiert. Die Infektion wurde weitere 30 min bei 37 °C unter 
ständigem Schütteln bei 225 rpm erlaubt. Anschließend wurden die infizierten Kulturen bei 
4120 * g, 4 °C, 5 min zentrifugiert und der Helferphagen enthaltende Überstand verworfen. 
Das Pellet wurde in 25 ml Induktionsmedium aufgenommen und zur Phagenproduktion bei 
30 °C, 225 rpm für 18-20 h über Nacht kultiviert. Um die Phagen von Bakterien und 
Zellmaterial zu trennen, wurde die Übernachtkultur bei 4500 * g, 4 °C, 30 min 
zentrifugiert und der Phagen enthaltende Überstand in ein neues 50 ml Schraubdeckelgefäß 
überführt. 
Phagenfällung: Die Phagenpartikel wurden durch Zugabe von 1/5 Volumen eiskalter 
PEG/NaCl-Lösung (20 % Polyethylenglycol, 2,5 M NaCl) und 60-minütiger Inkubation 
auf Eis mit gelegentlichem Schütteln ausgefällt und anschließend bei 12.000 * g, 4 °C, 
30 min pelletiert. Das Phagenpellet wurde bestmöglich von verbleibendem Medium 
getrocknet und in 1 ml PBS resuspendiert. Um die Phagensuspension von bakteriellen 
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Verunreinigung zu befreien, wurde sie bei 13.000 * g, 10 min zentrifugiert und dann in ein 
neues 1,5 ml Eppendorf-Gefäß überführt. Die Phagen wurden möglichst sofort eingesetzt 
oder bei 4 °C oder -20 °C für die Langzeitaufbewahrung gelagert. 
3.4.2 Depletion der Tomlinson Bibliotheken I + J 
Um eine Kreuzreaktivität der selektionierten Phagen-Antikörper gegen allgemeine 
Oberflächenmoleküle auf gesunden Blutzellen zu minimieren, wurde die Bibliothek vor 
jeder Selektion gegen periphere mononukleäre Blutzellen (PBMC) depletiert. Hierfür 
wurden unverdünnte Membranfragmente (MF) von PBMC auf 96-„well“ Mikrotiterplatten 
über Nacht bei 4 °C immobilisiert, am folgenden Tag dreimal kurz mit PBS gewaschen 
und unspezifische Bindungsstellen mit Blockierungspuffer 2 h blockiert. Für die negative 
Selektion wurden die frisch gefällten Phagen nach ebenfalls zweistündiger Blockierung zu 
je 100 µl pro „well“ auf die MF gegeben und für 1 h unter Schütteln bei 21 °C inkubiert. 
Die nicht gebundenen Phagen im Überstand wurden vorsichtig abgenommen und für die 
positive Selektion weiterverwendet. 
3.4.3 Selektion oberflächenbindender Antikörperfragmente 
Die Generierung rein oberflächenbindender Antikörperfragmente kann sowohl auf MF als 
auch auf intakten Zellen in Suspension erfolgen. Letzteres bietet den Vorteil, möglichst 
natürliche Selektionsbedingungen zu schaffen und erlaubt weiterhin, durch Anlegen des 
Selektionsdruckes auf internalisierende Phagen, die gezielte Anreicherung spezifischer 
Antikörperfragmente, welche potentiell durch rezeptorvermittelte Endozytose in das 
Zellinnere aufgenommen werden. Demgegenüber stehen die einfache Handhabung und die 
Robustheit der MF. Sie erlauben selbst den Einsatz tensidhaltiger Waschpuffer 
(z.B. PBST), eine Erhöhung der Anzahl und der Inkubationsdauer einzelner Waschschritte 
und ermöglichen auf diese Weise das effiziente Ablösen unspezifisch gebundener Phagen. 
In dieser Arbeit wurden sowohl eine Selektion durchgehend auf MF oder auf ganzen 
Zellen als auch eine Kombination beider Strategien durchgeführt.  
3.4.3.1 Selektion auf Zell-Membranfragmenten 
Die Anreicherung oberflächenbindender Phagen-Antikörperfragmente gegen die 
Selektionszelle erfolgte durch Inkubation mit MF, die mit steigender Rundenanzahl stärker 
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verdünnt wurden. Diese wurden, wie in Kapitel 3.4.2 beschrieben, auf einer 96-„well“ 
Mikrotiterplatte immobilisiert, gewaschen und blockiert. Der depletierte Phagen-„pool“ 
wurde zu je 100 µl pro „well“ mit den MF der Selektionszelle für 1 h auf einem 
Mikrotiterplattenschüttler bei 400 rpm inkubiert. Anschließend wurden unspezifisch 
gebundene Phagen mit einer Abfolge kurzer und langer Waschschritte mit PBS und PBST 
entfernt. Spezifisch gebundene Phagen wurden durch 200 µl Elutionspuffer (100 mM TEA 
pH 12,0) pro „well“ nach einer zehnminütigen Inkubation abgelöst und anschließend in 
500 µl 1 M Tris-HCl (pH 7,5) neutralisiert. Die eluierten Phagen wurden, wie in 
Kapitel 3.4.5 beschrieben, titriert und mit 14 ml E. coli TG1F
+
 in logarithmischer 
Wachstumsphase für 30 min bei 37 °C stationär inkubiert. Gleichermaßen wurden je 
200 µl Bakteriensuspension in die zur Selektion verwendeten „wells“ gegeben und 
inkubiert. Die infizierten Bakterien wurden anschließend vereint und bei 4500 * g, 4 °C, 
5 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in 600 µl frischem 2x TY Medium aufgenommen 
und auf LB Agarplatten mit 100 µg/ml Ampicillin und 1 % Glucose ausgestrichen. Die 
über Nacht bei 37 °C gewachsenen Kolonien wurden schließlich mit 1,5 ml 
Einfriermedium abgekratzt und bei -80 °C eingelagert. 
 1. Selektionsrunde 2.Selektionsrunde 3. Selektionsrunde 
W
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- 
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e 
3 * PBST schnell 
2 * PBST 5 min schüttelnd 
3 * PBS schnell 
2 * PBS 5 min schüttelnd  
1 * PBST schnell 
4 * PBST 5 min schüttelnd 
1 * PBS schnell 
4 * PBS 5 min schüttelnd 
10 * PBST schnell 
5 *   PBST 5 min schüttelnd 
10 * PBS schnell 
5 *   PBS 5 min schüttelnd 
A
n
ti
g
en
-
v
er
d
ü
n
n
u
n
g
 
Unverdünnt 1 : 10 
1 : 50 oder 
1 : 100 oder 
1 : 1000 
 
3.4.3.2 Selektion auf ganzen Zellen 
Für die Selektion spezifischer oberflächenbindender scFv-Phagen gegen die AML M2-
abgeleitete Zelllinie Kasumi-1 wurden 5 * 10
6
-1 * 10
7
 Zellen geerntet und dreimal mit 
eiskaltem PBS gewaschen. Um eine verfrühte Internalisierung der Phagenpartikel zu 
vermeiden, wurden die Selektionsschritte bei 4 °C durchgeführt, die Lösungen auf Eis 
gelagert und die Geräte vorgekühlt. Unspezifische Bindungsstellen wurden durch 
zweistündiges Schwenken der gewaschenen Zellen in Blockierungspuffer blockiert. Nach 
wiederholtem Waschen wurden den Zellen die vorblockierten und depletierten 
scFv-Phagen zugegeben und für 1 h bei vorsichtigem Schwenken inkubiert. Die Zellen mit 
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den gebundenen Phagen wurden bei 1000 * g, 4 °C, 2 min zentrifugiert und der Überstand 
verworfen. Unspezifisch gebundene Phagen wurden mit einer Kombination aus kurzen und 
langen Waschschritten mit PBS gelöst und verworfen. Schließlich wurden die Zellen in 
10 ml vorgewärmtem PBS aufgenommen und für 10 min bei 37 °C inkubiert, um die 
Internalisierung der gebundenen Phagen-Antikörper einzuleiten. Die Zellen wurden erneut 
pelletiert und in 1 ml 76 mM Zitronensäure aufgenommen, um die gebundenen Phagen-
Antikörper von der Zelloberfläche zu eluieren. Nach Zentrifugation wurde das Zellpellet 
für die Lyse (Kapitel 3.4.4) weiterverwendet, während die Phagensuspension mit 
1 M Tris-HCl (pH 7,5) neutralisiert und ihr Phagentiter mittels Kolonie-Zähl-Methode 
bestimmt wurde (Kapitel 3.4.5). Anschließend wurden 14 ml frisch kultivierte TG1F
+
 in 
logarithmischer Wachstumsphase zu der Phagensuspension gegeben und für 30 min 
stationär bei 37 °C inkubiert. Die infizierten Bakterien wurden dann bei 4120 * g, 4°C, 
5 min pelletiert, in 600 µl frischem 2x TY Medium aufgenommen und auf LB Agarplatten 
mit 100 µg/ml Ampicillin und 1 % Glucose ausgestrichen. Nach einer Inkubationszeit von 
12-16 h bei 37 °C wurden die gewachsenen Kolonien mit 1,5 ml Einfriermedium 
abgeschabt und bei -80 °C gelagert. Ausgehend von diesem Repertoire wurden die 
folgenden Selektionsrunden durchgeführt oder einzelne Klone auf ihre Bindeaktivität zu 
MF von Kasumi-1 Zellen im monoklonalen Phagen-ELISA getestet. In Abb. 3–2 ist die 
Selektion auf ganzen Zellen veranschaulicht. 
 1. Selektionsrunde 2.Selektionsrunde 3. Selektionsrunde 
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3 * PBS schnell 
2 * PBS 5 min schüttelnd 
3 * PBS schnell 
2 * PBS 5 min schüttelnd  
1 * PBS schnell 
4 * PBS 5 min schüttelnd 
1 * PBS schnell 
4 * PBS 5 min schüttelnd 
10 * PBS schnell 
5 * PBS 5 min schüttelnd 
10 * PBS schnell 
5 * PBS 5 min schüttelnd 
Z
el
lk
o
n
-
ze
n
tr
at
io
n
 
1 * 10
7
 5 * 10
6
 5 * 10
6
 
 
3.4.4 Selektion internalisierender Antikörperfragmente 
Bei der Gewinnung internalisierter Phagen wurde an den Selektionsschritt der 
oberflächenbindenden Phagen-Selektion auf ganzen Zellen angeknüpft. Nachdem die 
oberflächenbindenden Phagen-Antikörper durch Elution und Zentrifugation von den Zellen 
getrennt wurden, erfolgte die Rückgewinnung der internalisierten Phagen aus dem 
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Zellinneren. Dazu wurde das zuvor abzentrifugierte Zellpellet in 1 ml 
100 mM Triethylamin, pH 12,0 (TEA) aufgenommen und die Zellen für 10 min lysiert. 
Diese Suspension wurde in 500 µl 1 M Tris-HCl neutralisiert und ihr Phagentiter mittels 
Kolonie-Zähl-Methode bestimmt (Kapitel 3.4.5). Anschließend wurde mit den 
gewonnenen Phagen wie in Kapitel 3.4.3 beschrieben verfahren. In Abb. 3–2 wird der 
kombinierte Ablauf der Selektion oberflächenbindender und internalisierender Binder auf 
ganzen Zellen erläutert. 
 
 
Abb. 3–2. Selektionsstrategie auf ganzen Zellen: Die scFv-präsentierenden Phagen wurden vor der Selektion 
auf Kasumi-1 Zellen (AML) auf gesunden peripheren mononukleären Blutzellen (PBMC) depletiert. 
Unspezifische Phagen-Antikörper wurden anschließend durch mehrfache Waschschritte entfernt. Während 
oberflächenbindende scFv durch Elution gewonnen wurden, mussten für die Rückgewinnung der 
internalisierten scFv die Zellen lysiert werden. Die selektionierten scFv-Phagen wurden in E. coli amplifiziert 
und für die nächste „panning“-Runde produziert. 
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3.4.5 Titerbestimmung von Phagensuspensionen 
Vor und nach jeder Selektionsrunde sowie nach Fällung der Phagen für weiterführende 
Experimente wurde der Phagentiter mittels der Kolonie-Zähl-Methode bestimmt. Dabei 
wurden die ampicillinresistenten Klone („colony forming unit“, cfu) nach der Infektion mit 
verschiedenen Verdünnungen der Phagensuspension gezählt. Hierfür wurde frisches 
2x TY Medium mit einer Übernachtkultur von E. coli TG1F
+
, die auf einer 
M9 Minimalplatte gewachsen waren, angeimpft und bei 37 °C bis zu einer 
OD600 nm = 0,4-0,5 kultiviert. Von der zu bestimmenden Phagenlösung wurde eine 
Verdünnungsreihe von 10
-2
 bis 10
-16
 in PBS hergestellt und zu je 100 µl zur Infektion von 
900 µl TG1F
+
 bei 37 °C für 30 min eingesetzt. Je 10 µl dieser infizierten Kulturen wurden 
auf LB Agarplatten mit 100 µg/ml Ampicillin ausplattiert und bei 37 °C im Brutschrank 
inkubiert. Nach 12-16 h Inkubation wurden die ampicillinresistenten Kolonien gezählt und 
der Phagentiter wie folgt berechnet: 
 
 
Ncol: Anzahl der ampicillinresistenten Kolonien 
DF: Verdünnungsfaktor der Phagensuspension 
VPlatte: Ausplattiertes Volumen auf der Agarplatte 
cfu: Koloniebildende Einheit („colony forming unit“) 
 
3.4.6 Analyse der Anreicherung spezifischer scFv-Phagen im 
polyklonalen Phagen-ELISA 
Um die Anreicherung Kasumi-1 spezifischer Phagen-Antikörper zu überprüfen, wurden 
die gewonnenen Selektionsfraktionen bezüglich ihrer Bindeaktivität auf MF von Kasumi-1 
getestet. Hierfür wurden die polyklonalen scFv-Phagen, die nach jeder Selektionsrunde 
gewonnen wurden, sowie die naiven Tomlinson Bibliotheken mittels PEG/NaCl 
Präzipitation gefällt und in PBS aufgenommen (Kapitel 3.4.1). Die Phagensuspensionen 
wurden titriert (Kapitel 3.4.5) und einheitlich auf eine Konzentration von 10
12
 cfu/ml mit 
PBS eingestellt. Die MF der Depletions- und Selektionszellen wurden 1 : 100 in PBS 
verdünnt und zu 100 µl pro „well“ auf einer 96-„well“ Mikrotiterplatte über Nacht bei 4 °C 
 *  10 =     cfu/ml  
        Ncol  
DF * VPlatte [ml] 
3 Methoden 70 
immobilisiert. Nach dreimaligem kurzem Waschen der Platte wurden die Fragmente mit 
Blockierungspuffer für 2 h bei RT unter ständiger Bewegung bei 400 rpm blockiert. 
Parallel dazu wurden die polyklonalen Phagensuspensionen im Verhältnis 1 : 10 mit 
Blockierungspuffer auf einem Rotator blockiert. Anschließend wurden die vorblockierten 
Phagensuspensionen in dreifacher Ausführung auf die blockierten und gewaschenen MF 
gegeben und für 1 h bei RT und 400 rpm inkubiert. Die Platte wurde dreimal mit PBST 
gewaschen und spezifisch gebundene Phagen-Antikörper wurden mit Hilfe des 
HRP-markierten anti-M13 Antikörpers (100 µl/„well“) in einer Verdünnung von 1 : 5000 
in Blockierungspuffer unter den gleichen Inkubationsbedingungen detektiert. Die Platte 
wurde dreimal mit PBST gewaschen und mit 100 µl pro „well“ 2,2'-Azino-di-(3-
Ethylbenzthiazolin)-6-Sulfonsäure (ABTS) gefüllt. Die Absorption wurde zu drei 
Zeitpunkten (15, 45 und 60 min) bei 405 nm Wellenlänge abzüglich des Referenzwertes 
bei 490 nm im Spektralphotometer gemessen. 
3.4.7 Analyse der Bindeaktivität im monoklonalen Phagen-ELISA 
Um die Antigenbindeaktivität einzelner Klone zu testen, wurden einzelne 
scFv-präsentierende Phagen von „phagemid“-tragenden E. coli TG1F+ produziert und im 
ELISA auf MF eingesetzt. Hierzu wurden die infizierten TG1F
+
 Bakterien nach der dritten 
Selektionsrunde in einer Verdünnungsstufe von 10
-4
 bis 10
-8
 auf LB-Agarplatten mit 
100 µg/ml Ampicillin ausgestrichen und bei 37 °C für 12-16 h kultiviert. Vereinzelte 
Kolonien wurde in je 150 µl 2x TY
AG
 auf eine sterile 96-„well“ Masterplatte übertragen 
und bei 37 °C, 225 rpm über Nacht inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde daraus ein 
kleines Inokulum zum Animpfen von 200 µl frischem 2x TY
AG
 Medium in einer 96-„well“ 
Induktionsplatte verwendet. Der Rest wurde mit 15 % Glycerol versetzt und bei -80 °C 
eingefroren. Die Kulturen wurden für 2 h bei 37 °C kultiviert und bei OD600 nm = 0,4 mit 
10
9
 Helferphagen für 30 min stationärer und 30 min Inkubation unter ständigem Schütteln 
bei 37 °C infiziert. Die Kulturen wurden bei 1800 * g, 4 °C, 10 min zentrifugiert, der 
Überstand verworfen und die Pellets in 200 µl Induktionsmedium aufgenommen. Die 
Phagen-Antikörper wurden bei einer Temperatur von 30 °C über Nacht produziert. Nach 
Zentrifugation wurde der scFv-Phagen enthaltende Überstand im Verhältnis 1 : 1 mit 
Blockierungspuffer für 2 h blockiert, bevor er für den monoklonalen Phagen-ELISA 
weiterverwendet wurde. 
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3.4.7.1 Analyse der Bindeaktivität zu Membranfragmenten 
Über Nacht immobilisierte MF von Kasumi-1 und PBMC wurden dreimal mit PBS 
gewaschen und parallel zu den Phagen-Antikörpern für 2 h mit Blockierungspuffer 
blockiert. Die blockierten Phagen-Antikörper wurden in dreifacher Ausführung auf die 
entsprechenden „wells“ übertragen und für 1 h bei RT, 400 rpm inkubiert. Nicht und 
unspezifisch gebundene Phagenpartikel wurden durch dreifaches Waschen mit PBST 
entfernt und spezifisch gebundene scFv-Phagen mit HRP-markiertem anti-M13 Antikörper 
und ABTS als Substrat detektiert (Kapitel 3.4.6). Die Extinktion wurde bei 405 nm mit 
Referenz bei 490 nm nach 15, 45 und 60 min gemessen. 
3.4.7.2 Analyse der Bindeaktivität zu ganzen, fixierten Zellen 
Zusätzlich zum Membran-ELISA wurden die Bindeeigenschaften der gefällten Phagen-
Antikörper auf ganzen Zellen getestet. Dazu wurden die Zellen dreimal mit PBS 
gewaschen und zu einer Endkonzentration von 1 * 10
6
 Zellen/ml in RPMI 1640 mit dem 
Zusatz von 20 % FKS aufgenommen. Ein Aliquot von 100 µl dieser Zellsuspension wurde 
in je ein „well“ einer 96-„well“ Mikrotiterplatte pipettiert und bei 500 * g, 5 min 
zentrifugiert. Danach wurde die Beschleunigung für weitere 30 min auf 4500 * g erhöht. 
Die Zellen wurden luftgetrocknet und anschließend für 20 min mit -20 °C kaltem 
Methanol-Ethanol-Gemisch (1 : 2) fixiert. Darauffolgend wurden die fixierten Zellen für 
2 h mit Blockierungspuffer bei 400 rpm blockiert. Die Platte wurde dreimal mit PBS 
gewaschen und dann mit den vorblockierten Phagen (1 : 10 in Blockierungspuffer) 
inkubiert. Nicht und unspezifisch gebundene Phagen wurden durch dreimaliges Waschen 
mit PBST entfernt und spezifisch gebundene Phagen mit HPR-markierten anti-M13 
Antikörper und ABTS als Substrat detektiert (siehe Kapitel 3.4.6). Die Absorption wurde 
wie oben beschrieben gemessen.  
3.4.8 Durchflusszytometrische Bindeanalysen von scFv-Phagen  
In der Durchflusszytometrie können Zellcharakteristika wie Größe (typischer Weise 
0,5-14 µm), die interne Komplexität und die relative Eigenfluoreszenz bestimmt werden. 
Darüber hinaus erlaubt der Einsatz von fluoreszenzmarkierten Antikörpern oder Liganden, 
die zellassoziiert an spezifische Oberflächenmoleküle oder Rezeptoren binden, die 
Markierung von Zelltypen. Die zu untersuchende Zellsuspension wird in einem 
kontinuierlichen Flüssigkeitsstrom an einer Laserlichtquelle bestimmter 
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Anregungswellenlänge vorbeitransportiert. Trifft der einfallende Laserstrahl eine Zelle, 
wird das Licht durch die Zellcharakteristika gestreut („sideward scatter“; SSC, „forward 
scatter“; FSC) und die gebundenen Fluorochrome zur Fluoreszenz angeregt. Diese Signale 
werden gesammelt und an Photodetektoren weitergeleitet, wo sie in elektronische Signale 
umgewandelt werden, die sich proportional zur Intensität des Lichtsignals verhalten. Die 
elektronischen Signale werden digitalisiert und können computergestützt analysiert und 
visualisiert werden. Durch die Markierung von Zellen mit fluoreszenzmarkierten 
Antikörpern können durch das Vorhandensein eines bestimmten Oberflächenmarkers 
Zellen diesbezüglich analysiert und sogar sortiert werden. 
In dieser Arbeit sollte die spezifische Bindung der scFv-Phagen auf viablen Zellen des 
Selektionsantigens bestätigt werden. Hierzu wurden die selektionierten Phagen-Antikörper 
auf Kasumi-1 Zellen und frisch isolierten PBMC (Kapitel 3.1.6) in der 
Durchflusszytometrie auf ihre Bindespezifität getestet. Die Zellen wurden zweimal mit 
eiskaltem PBS gewaschen und bei 300 * g, 4 °C, 5 min pelletiert. Nach Aufnahme des 
Zellpellets in Blockierungspuffer mit 0,02 % NaN3 zu einer Zellzahl von 2 * 10
5
 Zellen/ml, 
wurden 10
9
 Phagen-Antikörper der jeweiligen selektionierten Binder hinzugegeben und für 
60 min auf Eis inkubiert. Nicht und unspezifisch gebundene Partikel wurden mit 1,8 ml 
PBS in einem Zellwaschgerät in zwei Zyklen entfernt und das Zellpellet in 1 ml 
Blockierungspuffer resuspendiert. Nach Zugabe von 1 µl Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-
markiertem anti-M13 pVIII Antikörper wurde eine Bindung an Oberflächen-gebundenen 
scFv-Phagen für 30 min in Dunkelheit auf Eis erlaubt. Die überschüssigen 
Sekundärantikörper wurden durch zweimaliges Waschen mit PBS im Zellwaschgerät 
entfernt und die Zellen in 0,5 ml eiskaltem PBS für die Analyse wieder aufgenommen. Die 
anschließende Durchflusszytometrie erfolgte am FACSCalibur nach Herstellerangaben im 
FL-1 Kanal mit einer Zählrate von mindestens 5000 Ereignissen. Als Negativkontrollen 
dienten jeweils der naive Helferphage und der Sekundärantikörper allein, sowie eine 
Kombination aus beiden. Spezifisch gebundene Phagenpartikel wurden durch den 
FITC-markierten Sekundärantikörper und die dadurch gemessene Emission detektiert. Der 
geometrische Mittelwert der Fluoreszenzintensitäten jedes einzelnen Kasumi-1-bindenden 
Klons wurde dabei im Histogramm ermittelt. Avitale Zellen wurden dabei von der Analyse 
ausgeschlossen. Zusätzlich wurde der prozentuale Anteil im Fluoreszenzkanal 
verschobener Zellen durch Setzen eines Markers an der Schnittstelle der Probe und der 
Referenzpopulation graphisch bestimmt. Für die Auswertung der Daten wurde die 
CellQuest Software sowie das Programm WinMDI Version 2.9 genutzt. Die Bindung der 
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selektionierten Phagen-Antikörper wurde in Referenz zu dem Signal des naiven 
Helferphagen und Sekundärantikörpers in einem Punktwolkendiagramm und im 
Histogramm ausgewertet.  
3.4.9 Zielgerichtete Mutagenese 
Die Tomlinson Phagen Bibliothek J ist in den CDR künstlich mit NNK Tripletts 
diversifiziert (Kapitel 1.1.1). Dies hat zur Folge, dass mit einer theoretischen 
Wahrscheinlichkeit von 3 % das TAG Stopcodon auftreten kann, welches in „suppressor“-
Stämmen als Glutamin translatiert wird. Für die Expression eines funktionalen 
scFv-Fragmentes in „non-suppressor“-Stämmen muss dieses Stopcodon rückmutiert 
werden. Aus diesem Grund wurde jedes „phagemid“ einer zielgerichteten Mutagenese 
unterzogen, bei der die Thyminbase gegen eine Cytosinbase in der PCR ausgetauscht und 
damit die Aminosäure Glutamin anstelle des Stopcodons eingebaut wurde. Aufgrund der 
unterschiedlichen Sequenzen in der CDR2 wurden Primer-Paare für jeden selektionierten 
Klon mit Hilfe der „QuickChange Primer Design software“ von Agilent Technologies 
Genomics entworfen (Kapitel 2.9) und über Invitrogen bezogen.  
PCR: Für die Reaktion der zielgerichteten Mutagenese wurden die jeweiligen Primer-Paare 
mit isolierter „phagemid“-DNA, Reaktionspuffer, Nukleotiden und autoklaviertem ddH2O 
in einem PCR-Gefäß auf Eis zusammenpipettiert. Schließlich wurde 1 µl Pfu DNA 
Polymerase hinzugegeben und der Ansatz gut gemischt. Die Mengenangaben für den 
Reaktionsansatz sowie die Ablaufeinstellungen im Thermocycler sind im Folgenden 
aufgeführt: 
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Ansatz PCR-Reaktion  Ablauf Temperatur Zeit Anzahl 
Zyklen 
50 ng Plasmid-DNA   Initiale     
5 µl 10x Pfu Reaktionspuffer  Denaturierung 95 °C 1 min 1 
1 µl dNTP (100 mM)      
10 pmol „sense“ Primer  Denaturierung 95 °C 1 min  
10 pmol „antisense“ Primer  Primerhybridisierung 55 °C 1 min 12 
1 µl Pfu DNA Polymerase  Elongation 72 °C 5 min  
ad 50 µl ddH2O      
   Finale Elongation 72 °C 5 min 1 
   Kühlung 4 °C ∞ 1 
dNTP: Desoxyribonukleosidtriphosphate 
Pfu: Pyrococcus furiosus 
 
Nach Beendigung der PCR wurden die Reaktionsgefäße auf 4 °C heruntergekühlt, um sie 
für den DpnI Verdau vorzubereiten. 
DpnI Verdau: Die neu synthetisierte DNA unterscheidet sich von der ursprünglichen 
Matrize durch das Fehlen von Methylgruppen, die von dem Bakterienstamm eingefügt 
wurden. Methylierte oder hemimethylierte DNA, genauer 5´-Gm
6
ATC-3´, ist das Target 
für die Endonuklease DpnI, die nach der PCR zu dem Reaktionsansatz hinzugegeben 
wurde. Durch den selektiven Abbau methylierter DNA wurde die parenterale DNA 
verdaut, ohne die Mutation enthaltende DNA zu beschädigen. Zu dem PCR-Ansatz wurde 
1 µl (10 U) DpnI Enzym gegeben und der Ansatz sofort für 1 h bei 37 °C im Wasserbad 
inkubiert. Für das weitere Vorgehen wurde die Reaktion auf 4 °C gekühlt. 
Hitzeschock-Transformation: Da die Konzentration an synthetisierter DNA sehr gering 
war, wurde ein Vielfaches des vom Hersteller empfohlenen Volumens an DNA für die 
Transformation verwendet. Für jede Reaktion wurden 16 µl superkompetente TG1F
+
 
Zellen auf Eis aufgetaut, mit 1-2 µl DNA vorsichtig vermischt und eine halbe Stunde auf 
Eis inkubiert. Die Zellen wurden dann bei 42 °C für 45 sec einem Hitzeschock unterzogen 
und anschließend für 2 min auf Eis heruntergekühlt. Nach Zugabe von 300 µl 
vorgewärmtem SOC Medium folgte eine 60-minütige Inkubation bei 37 °C und 200 rpm. 
Das gesamte Volumen wurde schließlich auf eine LB Agarplatte mit 100 µg/ml Ampicillin 
ausgestrichen und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Mittels PCR und Agarose-
Gelelektrophorese wurden die gewachsenen Klone auf das Vorhandensein eines 
scFv-„inserts“ der korrekten Größe untersucht. Fragmente der richtigen Größe wurden mit 
Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kits (Qiagen, Hilden) aus dem Gel isoliert und zum 
Sequenzieren vorbereitet. Die Sequenzierung erfolgte mit den Primern LMB3 und fdSEQ1. 
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Die Sequenzdaten wurden mit Vector NTI analysiert und im „alignment“ mit den 
unmutierten Klonen verglichen, um den Erfolg der Punktmutation beurteilen zu können. 
3.5 Analyse der scFv-Bindeaktivität 
Die Analysen der Bindeeigenschaften der selektionierten scFv-Antikörper erfolgten 
unabhängig auf Membranfragmenten (MF) der Selektionszelle im ELISA sowie auf 
ganzen Zellen in der Durchflusszytometrie. Zusätzlich wurden die scFv-SNAP-tag 
Proteine auf ihre Bindeaktivität auf Formalin-fixierten und Paraffin eingebetteten (FFPE) 
Beckenkammschnitten AML-diagnostizierter Patienten getestet. 
3.5.1 Bindungsanalysen im scFv-ELISA 
Die auf Phagenebene bestätigten Binder wurden im scFv-ELISA auf ihre Bindeaktivität zu 
dem Selektions- und Depletionsantigen getestet. Dafür wurden die jeweiligen MF in einer 
1 : 100 Verdünnung in PBS zu je 100 µl über Nacht bei 4 °C auf einer 96-„well“ 
Mikrotiterplatte immobilisiert und nach dreimaligem kurzem Waschen mit PBS mit 200 µl 
Blockierungspuffer für 2 h bei 400 rpm blockiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen 
mit PBS wurden die scFv-Lösungen in die „wells“ überführt und ihre Bindeaktivität auf 
den immobilisierten Antigenen wie nachfolgend beschrieben visualisiert. 
3.5.1.1 ELISA nach prokaryotischer scFv-Expression 
Die im Mikrotitermaßstab prokaryotisch exprimierten scFv-Antikörper (Kapitel 3.3.1) 
wurden zu 100 µl auf die immobilisierten MF gegeben und für 1 h bei 400 rpm inkubiert. 
Unspezifisch gebundene Proteine wurden durch dreimaliges Waschen mit PBST entfernt 
und spezifisch gebundene scFv-Proteine durch die Kombination des Maus anti-
polyHistidin-tag Antikörpers (1 : 2000 in Blockierungspuffer) mit dem HRP-markierten 
Ziege anti-Maus Antikörper (1 : 5000 in Blockierungspuffer) detektiert. Die gebundenen 
Antikörperfragmente wurden durch die Zugabe des HRP-Substrats ABTS visualisiert und 
die Extinktion bei 405 nm gegen 490 nm Wellenlänge gemessen. 
3.5.1.2 ELISA nach eukaryotischer scFv-SNAP-tag Expression 
Nach Immobilisierung der MF erfolgte die Zugabe von 100 µl verbrauchtem 
Zellkulturüberstand von scFv-SNAP-tag DNA transfizierten HEK 293T Zellen. Nach 
3 Methoden 76 
einstündiger Inkubation der MF mit dem scFv-SNAP-tag enthaltenden Überstand wurden 
unspezifisch gebundene Proteine durch dreimaliges Waschen mit PBST entfernt. 
Alternativ wurde statt des Zellkulturüberstandes die auf 1 µg normierte Menge gereinigter 
scFv–Proteine mit Blockierungspuffer für 1 h blockiert und mit den MF inkubiert. Die 
gebundenen scFv-Fusionsproteine wurden mit Hilfe des anti-SNAP-tag Antikörpers 
(1 : 2000 in Blockierungspuffer) und anschließender Inkubation mit einem 
HRP-markierten anti-Kaninchen Antikörper (1 : 5000 in Blockierungspuffer) detektiert. 
Unspezifisch gebundene Antikörper wurden dreimal mit PBST abgewaschen und 
spezifisch gebundene scFv-Antikörper durch Zugabe von frisch angesetztem ABTS 
Substrat bei 405 nm gegen einen Referenzwert bei 490 nm visualisiert. 
3.5.2 Bindungsanalysen mittels Durchflusszytometrie 
Zur Darstellung der spezifischen Bindeaktivität der selektionierten scFv-Proteine zu 
membranständigen Oberflächenproteinen der Kasumi-1 Zelllinie wurde die 
Bindeeigenschaft der scFv-SNAP Fusionsproteine auf viablen Zellen in der 
Durchflusszytometrie (Kapitel 3.4.8) analysiert. Dafür wurden die Selektionszelllinie und 
frisch isolierte PBMC (Kapitel 3.1.6) zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und bei 
300 * g, 4 °C, 5 min pelletiert. Anschließend wurden 3–5 * 105 Zellen in 400 µl 
Zellkulturüberstand von scFv-SNAP-tag DNA transfizierten HEK 293T Zellen 
resuspendiert und für 60 min auf Eis inkubiert. Nach zweimaligem Waschen der Zellen mit 
1,8 ml eiskaltem PBS im Zellwaschgerät, wurden die Zellen in 100 µl vorgekühltem FACS 
Puffer aufgenommen und mit 1 µl anti-polyHistidin Antikörper (Maus) für 30 min auf Eis 
inkubiert. Nach erneutem Waschen erfolgte die Inkubation mit 1 µl anti-Maus IgG 
FITC-markiertem Antikörper über 30 min in einem Volumen von 400 µl FACS Puffer auf 
Eis. Nachdem der überschüssige Sekundärantikörper durch zwei Waschzyklen entfernt 
wurde, wurde das Zellpellet in 500 µl FACS Puffer resuspendiert und bis zur Analyse auf 
Eis aufbewahrt. Die durchflusszytometrisch-basierte Analyse erfolgte am FACSCalibur im 
FL-1 Kanal bei 488 nm mit einer Zählrate von 10000 Ereignissen. Als Negativkontrollen 
dienten jeweils der Primär- und der Sekundärantikörper allein, sowie eine Kombination aus 
beiden. Spezifisch gebundene scFv-Antikörperfragmente wurden durch den 
FITC-markierten Sekundärantikörper und die dadurch gemessene Emission detektiert. 
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Alternativ wurde die spezifische Bindung der scFv-Antikörperfragmente von gereinigten 
und fluoreszenzmarkierten scFv-Fusionsproteinen (Kapitel 3.3.5) ermittelt. Hierfür wurden 
3-5 * 10
5
 gewaschene Zellen in 100 µl RPMI 1640 Medium aufgenommen und mit 2 µg 
floureszenzmarkiertem scFv-SNAP Protein versetzt. Nach 1 h Inkubation auf Eis wurden 
nicht und unspezifisch gebundene Proteine durch zwei Waschzyklen im Zellwaschgerät 
entfernt und das Zellpellet in 500 µl FACS Puffer aufgenommen. Um die abklingende 
Signalintensität der Fluorophore zu minimieren und die Zellaktivität herabzusetzen, 
wurden die Proben während der Inkubation und der Aufbewahrung bis zur Analyse stets 
vor Licht geschützt und auf Eis gelagert. Je nach gekoppeltem Fluorophor wurden die 
Proben im FL-1 Kanal (Vista Green) oder FL-4 Kanal (Alexa Fluor 647) auf spezifisch 
gebundene scFv-Antikörper analysiert. Dabei wurde die Bindung in Referenz zu dem 
unspezifischen Signal des 425(scFv)-SNAP-tag Proteins im Punktwolkendiagramm und im 
Histogramm mit Hilfe der CellQuest oder WinMDI Software ausgewertet. 
3.5.3 Bestimmung der Bindungsstärke in der 
Durchflusszytometrie 
Als Maß für die funktionale Bindestärke (Affinität) der selektionierten scFv-
Antikörperfragmente wurde ihre Dissoziationskonstante (KD) zu Kasumi-1 Zellen 
ermittelt. Die Bestimmung des KD-Wertes des scFv-Antigen-Komplexes erfolgte anhand 
einer auf Durchflusszytometrie beruhenden Methode
8, 148
 unter Verwendung Vista Green-
markierter scFv-SNAP Fusionsproteine. Dabei konnten die Zell-gebundenen scFv-SNAP 
Proteine direkt im FL-1 Kanal des Durchflusszytometers detektiert werden ohne die 
Notwendigkeit eines Sekundärantikörpers. Durch Zugabe von fluorophormarkierten scFv 
im Überschuss zu der Selektionszelllinie wurde dabei die maximale 
Sättigungskonzentration bestimmt. Mit Hilfe von mehreren Verdünnungsstufen der 
Proteinkonzentration konnte anschließend die halbmaximale Sättigungskonzentration 
ermittelt werden. Dabei wurde ein konzentrationsabhängiger Anstieg der mittleren 
Fluoreszenzintensität (MFI) vorausgesetzt. Es wurden 5 * 10
5
 gewaschene PBMC oder 
Kasumi-1 Zellen mit scFv-Konzentrationen von 0,5-2000 nM für 1 h auf Eis inkubiert und 
nach zwei Waschzyklen mit 1,8 ml PBS zur Analyse in 500 µl PBS aufgenommen. 
Anschließend wurde im FL-1 die MFI bestimmt und nach Abzug der 
Hintergrundfluoreszenz gegen die Proteinkonzentration im Achsendiagramm aufgetragen. 
Die graphische Analyse und die Berechnung der Dissoziationskonstante KD erfolgte mit 
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Hilfe der Software GraphPad Prism 4 über nicht-lineare Regression unter Verwendung des 
Levenberg-Marquardt-Algorithmus. 
3.5.4 Immunhistochemische Bindungsanalyse 
Die Bindeaktivität der scFv-SNAP Fusionsproteine zu primärem Knochenmark AML-
diagnostizierter Patienten sollte in der Immunhistochemie untersucht werden. Die Färbung 
wurde in Kooperation mit Herrn Prof. Gattenlöhner (UKGM, Universitätsklinikum 
Giessen und Marburg) auf entparaffinierten Gewebeschnitten von FFPE 
Beckenkammbiopsien durchgeführt. Die 2 µm dicken Gewebeschnitte wurden mit Hilfe 
eines Mikrotomes angefertigt und auf adhäsive Objektträger (Hartenstein, Würzburg) 
gebracht. Die immunhistochemische Färbung erfolgte vollautomatisch im BOND-MAX 
(Leica Microsystems, Wetzlar). Dazu wurden die Schnitte zuerst für 10 min mit Peroxide 
Block (Leica) behandelt, um die endogene Peroxidaseaktivität zu hemmen, und 
anschließend dreimal kurz mit Bond Waschlösung (Leica) gewaschen. Nach 20-minütiger 
Blockierung unspezifischer Bindungsstellen mit 3 % BSA, wurden die Schnitte erneut wie 
beschrieben kurz gewaschen. Für die Analyse der Bindeaktivität wurden der scFv-SNAP 
Fusionsprotein enthaltende Zellkulturüberstand pMS-scFv-SNAP-tag transfizierter 
HEK 293T Zellen verwendet. Nach einer 30-minütigen Inkubation von 100 µl der 
jeweiligen Überstande, wurden positiv gebundene scFv-SNAP Fusionsproteine mit Hilfe 
des monoklonalen anti-SNAP-tag Antikörpers (M2D11, FhG IME) detektiert. Dazu 
wurden 100 µl einer 1 : 5000 Antikörperverdünnung in PBS für 30 min inkubiert. Durch 
wiederholte Waschschritte wurden ungebundene und unspezifisch gebundene Antikörper 
entfernt. Zur Detektion der spezifischen Bindung wurde das Bond Polymer Detection Kit 
(Leica) nach Herstellerangaben eingesetzt. Die DAB Färbung wurde nach 10 min mit 
ddH2O gestoppt und die Zellkerne für 5 min mit Hämatoxylin gegengefärbt. Als 
Negativkontrollen dienten Proben ohne die zu untersuchenden scFv-SNAP Proteine, ohne 
den anti-SNAP-tag Antikörper oder ohne das Bond Polymer Detection Reagenz sowie 
Kombinationen aus diesen. Nach Dehydrierung und Fixierung der gefärbten Schnitte 
wurden sie im Mikroskop betrachtet und mit einer Vergrößerung von 5000-40.000fach 
fotographiert. Die Bindesignale wurden visuell von mindestens einem erfahrenen 
Pathologen bewertet. 
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3.6 Analyse des Internalisierungsverhaltens der scFv-
Antikörper 
Die Aufnahme der scFv-Antikörper in die Zielzelle würde es erlauben, diese mit Hilfe 
eines fusionierten toxischen Effektormoleküls spezifisch zu schädigen. Das 
Internalisierungsverhalten der selektionierten scFv-Proteine in die Targetzelle sollte in 
zwei unabhängigen Analysemethoden überprüft werden.  
3.6.1 Durchflusszytometrisch-basierte Internalisierungsversuche 
Die scFv-SNAP Fusionsproteine wurden mittels BG Alexa Fluor 647 fluoreszenzmarkiert 
und für 60 min mit der Selektionszelllinie Kasumi-1 bei 37 °C inkubiert, um eine 
Internalisierung zu erlauben. Nach zwei Waschzyklen mit vorgekühltem PBS im 
Zellwaschgerät, wurde das Zellpellet in 500 µl einer vorgewärmtem 0,025%igen Trypsin-
EDTA-Lösung (Invitrogen, Darmstadt) resuspendiert und für 10 min bei 37 °C inkubiert. 
Die von der Zelloberfläche eluierten scFv-Proteine wurden durch erneutes Waschen 
entfernt und das Fluoreszenzprofil der Kasumi-1 Zellen im FL-4 des Durchflusszytometers 
gemessen (Abb. 3–3). Als Kontrolle wurde der gleiche Ansatz bei 4 °C durchgeführt. 
 
 
Abb. 3–3. Schematische Darstellung des durchflusszytometrischen Internalisierungsversuches: Die 
Leukämiezelllinie Kasumi-1 (AML) wurde mit den Alexa Fluor 647-markierten (F) scFv-SNAP-tag 
Fusionsproteinen inkubiert. Oberflächenständige Moleküle wurden durch Trypsinverdau eluiert, während 
internalisierte Moleküle im Zellzytosol verblieben.  
 
Zusätzlich sollte kontrolliert werden, dass das gemessene Fluoreszenzsignal nach der 
Trypsinbehandlung nicht aus einer ineffizienten Elution der Oberflächen-gebundenen 
Antikörper resultierte. Dazu wurden die trypsinbehandelten Zellen in 200 µl FACS Puffer 
resuspendiert und für 30 min bei 4 °C mit 0,5 µl anti-SNAP IgG Kaninchen Antikörper 
AML
Inkubation
37 oC / 1 h
Elution
37 oC / 10 min
Trypsin
scFv-SNAP
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inkubiert. Unspezifisch gebundene Antikörper wurden durch zweifaches Waschen entfernt. 
Die Zellen wurden erneut in 200 µl FACS Puffer aufgenommen und mit 0,5 µl 
Alexa Fluor 488-markiertem anti-Kaninchen Antikörper für 30 min inkubiert. Nach 
wiederholtem Waschen wurde die Zellen in 500 µl FACS Puffer resuspendiert. Das 
Fluoreszenzprofil der Kasumi-1 Zellen wurde im FL-1 Kanal des Durchflusszytometers 
gemessen. Als Kontrolle diente der gleiche Ansatz ohne Trypsinbehandlung. Zusätzliche 
Negativkontrollen waren das Weglassen des Primär- oder Sekundärantikörpers sowie eine 
Kombination aus beiden. 
3.6.2 Internalisierungsversuche in der Konfokalmikroskopie 
Neben der Durchflusszytometrie wurde in dieser Arbeit die Konfokalmikroskopie 
verwendet, um das Internalisierungsverhalten der scFv-SNAP-tag Proteine zu analysieren. 
Die fluorophormarkierten scFv-SNAP-tag Proteine wurden bei 37 °C mit der 
Selektionszelle inkubiert, um eine potentielle Internalisierung zu erlauben. Parallel hierzu 
wurde der gleiche Ansatz bei einer Inkubationstemperatur von 4 °C durchgeführt oder die 
Targetzellen mit der 425(scFv)-SNAP inkubiert, um die Eigenfluoreszenz der Zelle und 
unspezifische Signale zu erkennen. Für den Versuch wurden die frisch geernteten Zellen 
zweimal mit PBS gewaschen und das Zellpellet zu einer Konzentration von 
5 * 10
6
 Zellen/ml in eiskaltem FACS Puffer aufgenommen. Ein Aliquot von 200 µl dieser 
Zellsuspension wurde mit 1 µg des jeweiligen Alexa Fluor 647-markierten scFv-SNAP 
Proteins für 15, 30 oder 60 min bei 37 °C inkubiert, um eine Internalisierung zu erlauben. 
Anschließend wurden die Zellen einer Elution mit eiskalter 76 mM Zitronensäure 
unterzogen, um die an der Zelloberfläche gebundenen Proteine zu lösen. Nach zweifachem 
Waschen mit eiskaltem PBS wurde das Zellpellet in 100 µl FACS Puffer aufgenommen 
und mit einem Vista Green-markierten scFv-SNAP Protein des gleichen Typs für 30 min 
bei 4 °C inkubiert. Nach Entfernen der überschüssigen scFv-Proteine durch zweimaliges 
Waschen mit eiskaltem PBS, wurde das Zellpellet in 20 µl 0,5 % Paraformaldehyd 
aufgenommen und bis zur Analyse im Leica TCS SP Confocal System auf Eis gelagert. 
Die Anregung erfolgte mit einem Argon-Krypton-Laser bei 488 nm (Vista Green) und 
einem Helium-Neon-Laser bei 633 nm (Alexa Fluor 647) Wellenlänge. Die Emissionsfilter 
wurden passend ohne Überschneidung der Einzelsignale gesetzt. Die Aufnahme sowie die 
Überlagerung der Bilder unterschiedlicher Wellenlänge wurden mit Hilfe der „Leica 
confocal software“ (LCS) gemacht.  
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Alternativ wurde in dieser Arbeit das Opera „live cell imaging“ System verwendet. Dabei 
handelt es sich um ein vollautomatisiertes System der Konfokalmikroskopie mit folgenden 
Vorteilen: 
1. Die hohe Anzahl parallel handhabbarer Proben ermöglicht deren direkten 
Vergleich durch den Einsatz der gleichen Zellcharge sowie den Ansatz von 
Replikaten. 
2. Die integrierte Kontrolleinheit erlaubt die Regulation von Temperatur, CO2-
Begasung und relativer Luftfeuchte, wodurch lebende Zellen unter optimal 
physiologischen Bedingungen gehalten werden können. 
3. Die Ausstattung erlaubt die Durchführung und Dokumentation kinetischer 
Experimente über mehrere Stunden im Zeitraffer. 
 
Auf Grund der langen Versuchsdauer (6-18 h) wurde zur schonenden Behandlung der 
Zellen sowie zur Vermeidung von unspezifischen und störenden Signalen im Opera 
System phenolrotfreies RPMI Medium zu Aufnahme der Zellen verwendet. Die 
Targetzellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und das Zellpellet zu einer 
Zellkonzentration von 5 * 10
7
 Zellen/ml in eiskaltem RPMI 1640 aufgenommen. Ein 
Aliquot von 50 µl dieser Zellsuspension wurde mit 2 µg des jeweiligen Binders in einem 
Gesamtvolumen von 150 µl für 1 h auf Eis unter Ausschluss von Lichteinstrahlung 
inkubiert. Anschließend wurde der Ansatz zweimal im Zellwaschgerät mit 1,8 ml 
eiskaltem PBS gewaschen und das Zellpellet in 300 µl vorgekühltem RPMI 1640 
aufgenommen. Zur Überprüfung des experimentellen Aufbaus und der Funktionalität der 
scFv-SNAP Proteine, wurden die Proben vorab im Durchflusszytometer auf 
Fluoreszenzsignale untersucht. Anschließend wurden 100 µl (3 * 10
5
 Zellen) der Proben in 
eine schwarze 96-„well“ Mikrotiterplatte mit transparentem Boden (µClear, Greiner Bio-
one, Frickenhausen) überführt und bis zur Analyse bei 4 °C gelagert. Nach Absetzen der 
Zellen wurde die Platte im Opera System bei 37 °C, 4,5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit 
inkubiert, um die Zellaktivität zu reaktivieren und so eine Internalisierung der scFv-SNAP 
Proteine zu erlauben. Im Abstand von 10, 30 und 60 min nahm die integrierte Kamera 
Schnappschüsse der angeregten Fluorophore auf. Die Kontrollen wurden wie oben 
beschrieben mit der unspezifischen 425(scFv)-SNAP oder bei 4 °C angesetzt. Die 
Parameter des Experimentes (Probenanordnung, Anregungswellenlänge, Expositionsdauer, 
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Emissionsfilter, Bildpositionen) wurden mit Hilfe der Opera Software Evoshell eingestellt. 
Die Auswertung und Bearbeitung der Bilder erfolgte mit Hilfe des ImageJ 1.42q Software. 
3.7 Analyse der selektionierten scFv-Antikörper als 
Immuntoxine 
Zur Produktion von Kasumi-1-spezifischen Immuntoxinen wurden die selektionierten 
scFv-Fragmente in den pMT-ETA` Expressionsvektor kloniert. Die Expression der 
scFv-ETA` Fusionsproteine erfolgte in Rosetta 2(DE3) E. coli Bakterien nach IPTG 
Induktion (Kapitel 3.3.2). Die Immuntoxine wurden vor ihrem Einsatz mit Hilfe der IMAC 
und der Größenausschlusschromatographie gereinigt. 
3.7.1 Analyse der proliferationshemmenden Wirkung 
Zur Bestimmung der proliferationshemmenden Wirkung der Immuntoxine sollte die 
Zellvitalität der AML M2-abgeleiteten Zelllinie Kasumi-1 nach Inkubation mit scFv-ETA` 
Konstrukten untersucht werden. Da die Stoffwechselaktivität proliferierender Zellen 
deutlich höher ist als die der toten oder ruhenden Zellen, wurde diese als Maß für die 
Zellvitalität mit Hilfe des Tetrazoliumsalzes XTT [2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5-
sulfophenyl)-5-((phenylamino)carbonyl)-2H-tetrazoliumhydroxid] unter Zugabe des 
Elektronentransporters Phenazinmethosulfat (PMS) bestimmt. Das Prinzip dieser Analyse 
beruht auf der Reduktion des gelben XTT-Salzes durch stoffwechselaktive Zellen zu einem 
wasserlöslichen, orangefarbenem Formazan-Farbstoff, dessen Produktion im 
Spektralphotometer bei E450 nm Wellenlänge quantifiziert werden kann. Die Höhe der 
gemessenen Absorption korreliert dabei direkt proportional zur proliferativen Kapazität der 
Zellen. Um eine konzentrationsabhängige Hemmung der Zellproliferation zu untersuchen, 
wurde eine serielle Verdünnung (1 : 5), ausgehend von 1 µg Immuntoxin in 
phenolrotfreiem Kultivierungsmedium, präpariert und im folgenden Versuchsaufbau 
eingesetzt.  
Die gewünschte Zellzahl wurde durch zweimaliges Waschen mit PBS von Zelltrümmern 
und Kultivierungsmedium befreit und anschließend zu der optimalen Zellkonzentration in 
phenolrotfreiem RPMI 1640 unter Zusatz von FKS aufgenommen (Tab. 3-2). 
3 Methoden 83 
Tab. 3-2. Zellzahl und Mediumszusatz bei der Untersuchung des Proliferationsverhaltens. 
Zelltyp Optimale Zellzahl pro „well“ Mediumszusatz 
Kasumi-1 5 * 10
4
 Zellen 20 % FKS 
   
KG-1 5 * 10
4
 Zellen 10 % FKS 
   
A-431 5 * 10
3
 Zellen 10 % FKS 
 
Die Zellsuspension wurde in einem Dreifach-Ansatz in sterile 96-„well“ Mikrotiterplatten 
ausgesät und mit Immuntoxinkonzentrationen von 14 fM–0,42 µM bei 37 °C, 5 % CO2 
und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Parallel dazu wurden die Zellen mit PBS 
(Negativkontrolle) oder DMSO (Positivkontrolle) behandelt. Nach einer Inkubationszeit 
von 72 h wurden zu 100 µl der Zellsuspension jeweils 50 µl einer XTT/PMS–Lösung 
(1 mg/ml XTT, 15,3 µg/ml
 
PMS) gegeben und die Inkubation unter den gleichen 
Bedingungen fortgesetzt. Nach 4 h wurde jeweils die Absorption des produzierten 
Formazan-Farbstoffs im Spektralphotometer bei einer Wellenlänge von 450 nm abzüglich 
des Referenzwertes bei 630 nm gemessen. Die Auswertung der Zellvitalität und die 
Berechnung der mittleren inhibitorischen Dosis (IC50) erfolgte über die nicht-lineare 
Regression mit Hilfe der GraphPad Prism 4 Software. 
3.7.2 Bestimmung der Apoptoserate 
Die Fähigkeit einzelner Immuntoxine, den programmierten Zelltod (Apoptose) in 
Kasumi-1 Zellen auszulösen, wurde mit Hilfe von zwei unabhängigen Versuchstechniken 
untersucht. Dabei wurde die Apoptoserate der Zellen nach Inkubation mit 2 µg 
Immuntoxin über vier unterschiedliche Zeiträume bestimmt. Hierfür wurden die Zellen 
durch zweifaches Waschen von Zelltrümmern befreit und zu 5 * 10
5
 Zellen/ml in ihrem 
Kultivierungsmedium aufgenommen. Ein Aliquot von 450 µl dieser Zellsuspension wurde 
in eine sterile 12-„well“ Zellkulturplatte überführt und mit 50 µl der 
Immuntoxinverdünnung oder PBS (Negativkontrolle) bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % 
Luftfeuchtigkeit inkubiert. Nach 24, 48, 72 und 96 h Inkubation wurden die 
Zellsuspensionen mittels Annexin V-Färbung (Kapitel 3.7.2.1) und über den Nachweis von 
Caspase-3/7 Aktivität (Kapitel 3.7.2.2) auf das Vorhandensein apoptotischer Zellen 
untersucht. In weiteren Kontrollen wurden die Zellen mit dem unspezifischen Immuntoxin 
425(scFv)-ETA` (Negativkontrolle) und DMSO (Positivkontrolle) behandelt. 
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3.7.2.1 Annexin V–Färbung früh-apoptotischer Zellen 
Bei der Annexin V-Färbung beruht die Detektion der apoptotischen Zellen auf dem 
Nachweis von Phosphatidylserin (PS) auf der Zelloberfläche. PS ist eine 
Phospholipidkomponente der Zellmembran, deren Lokalisation bei vitalen Zellen auf 
Grund des aktiven Enzyms Flippase auf die zytoplasmatische Innenseite der Membran 
begrenzt ist. Während der Apoptose wird PS auf der extrazellulären Zellmembran 
präsentiert und gilt damit als Marker für früh-apoptotische Zellen, der von Makrophagen 
erkannt wird. In Abhängigkeit von Kalziumionen bindet Annexin V mit hoher Affinität 
exponiertes PS. Durch die Markierung des Annexin V mit Fluorophoren wie GFP wird so 
eine Detektion früh-apoptotischer Zellen in einem Zellgemisch unter Anwendung der 
Durchflusszytometrie ermöglicht. Da spät-apoptotische und nekrotische Zellen durch den 
Verlust ihrer Membranintegrität permeabel sind, wird durch Eindringen von markiertem 
Annexin V auch zytosolisch lokalisiertes PS detektiert. Zur Differenzierung der 
nekrotischen von früh-apoptotischen Zellen wird der Zellsuspension ein DNA-Interkalator 
(z.B. Propidiumiodid, PI) zugesetzt, der nur permeabilisierte Zellmembranen spät-
apoptotischer und nekrotischer Zellen passieren kann. Zur Bestätigung des 
zellspezifischen, apoptoseinduzierenden Potenzials des Immuntoxins C3(scFv)-ETA`, 
wurden die Kasumi-1 Zellen für 24 und 48 h mit 1 µg/ml rekombinantem Protein unter 
physiologischen Bedingungen inkubiert. Zur Detektion apoptotischer Zellen wurden 
200 µl dieser Zellsuspension mit 430 µl eiskaltem Überstand Annexin V GFP
149
 
produzierender HEK 293T Zellen und 70 µl 10x Annexin V Puffer versetzt. Nach 15 min 
Inkubation auf Eis wurden die Proben mit 7 µl PI-Lösung (1 mg/ml in ddH2O) versetzt und 
bis zur Analyse im Durchflusszytometer auf Eis gelagert. Die Auswertung der Daten 
erfolgte mit Hilfe der WinMDI 2.9 Software. 
3.7.2.2 Messung der späten Apoptoserate via Caspase-3/7 Aktivität 
Ein charakteristischer und essentieller Ablauf der Apoptose ist die Caspase-Kaskade. 
Dabei handelt es sich um proapoptotische Proteasen („cysteinyl-aspartate specific 
protease“), die entsprechend ihrer Funktion in Initiator- (z.B. Caspase-8/9) und Effektor-
Caspasen (Caspase-3/6/7) eingeteilt werden.
150
 In der Initiationsphase der Apoptose leiten 
die Initiator-Caspasen das apoptotische Signal an die Effektor-Caspasen weiter, indem sie 
deren Proenzyme durch Proteolyse in ihre aktive Form spalten. In der späteren 
Ausführungsphase ist die Aufgabe der Effektor-Caspasen der Abbau zelleigener Proteine 
und die Weiterleitung des apoptotischen Signals in den Zellkern durch die Aktivierung der 
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DNAse. Der Nachweis der aktiven Caspase-3 und -7 stellt somit einen spezifischen 
Indikator der Apoptose dar. 
Für ihre Detektion wurde der Apo-ONE Homogeneous Caspase-3/7 Assay verwendet, der 
die Zellen lysiert und die aktiven Caspasen durch ein fluoreszenzmarkiertes 
Caspasesubstrat visualisiert. Hierfür wurde die Targetzelllinie Kasumi-1 mit 1 µg/ml 
C3(scFv)-ETA` für 12, 48, 72 und 96 h unter physiologischen Bedingungen inkubiert. 
Nach Permeabilisierung der Zellen wurde das profluoreszente Substrat Z-DEVD-R110 
zugegeben. Die aktiven Caspasen-3 und -7 spalten die Peptidsequenz DEVD (Aspartat-
Glutamat-Valin-Aspartat), wodurch Rhodamin (R110) frei wird. Das gemessene 
Fluoreszenzsignal ist dabei direkt proportional zur Caspaseaktivität. Nach 4-18-stündiger 
Inkubation unter ständigem Schütteln wurde das Fluoreszenzsignal des freien R110 bei 
einer Extinktion von 499 nm und einem Emissionsmaximum bei 521 nm gemessen und mit 
dem der Negativkontrollen verglichen. Die Auswertung erfolgte mit GraphPad Prism 4. 
 
4 Ergebnisse  
Die Ergebnisse werden gegliedert in Daten, die die verwendeten 
scFv-Antikörperbibliotheken Tomlinson I + J betreffen (Kapitel 4.1), welche die 
Generierung AML-spezifischer scFv-Antikörper und deren Charakterisierung und 
Funktionalisierung beschreiben (Kapitel 4.2) sowie Daten, die die Selektion und 
Bindeeigenschaften von spezifischen scFv-Antikörpern gegen canine dendritische Zellen 
(cDZ) veranschaulichen (Kapitel 4.3).  
4.1 Die Tomlinson Antikörperbibliothek  
Die Selektion spezifischer scFv-Antikörper erfolgte in dieser Arbeit mit Hilfe der humanen 
Einzelkettenantikörper „Phage Display“ Bibliotheken Tomlinson I + J (Kapitel 1.1.1). Die 
Originalbibliothek wurde vom „Medical Research Council“ (MRC) bezogen und in 
Vorarbeiten amplifiziert sowie aliquotiert. Vor ihrem Einsatz sollte der prozentuale Anteil 
„phagemid“-tragender E. coli Bakterien ermittelt und die korrekte Länge der scFv-
kodierenden DNA („inserts“) bestätigt werden. Hierfür wurden die Bibliotheken auf 
Selektionsagar ausgestrichen und über Nacht kultiviert. Von jeder Bibliothek wurden 
willkürlich 17 einzelne Kolonien ausgewählt und in der PCR mit dem Primer-Paar LMB3 
und fdSEQ1 auf das Vorhandensein des korrekten scFv-„inserts“ überprüft. Ein 
vollständiges scFv-Gen ergibt nach Amplifikation mit dem genannten Primer-Paar ein 
PCR Produkt von 976 Basenpaaren. Nach Auftrennung des PCR Ansatzes in der 
analytischen Agarose-Gelelektrophorese wiesen alle ausgewählten Klone eine DNA-Bande 
der richtigen Größe auf (Abb. 4–1). Der Anteil „phagemid“-tragender Klone, die ein 
intaktes „insert“ kodieren, lag damit in dieser Stichprobe bei 100 %. 
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Abb. 4–1. Überprüfung der Tomlinson scFv Bibliothek I + J auf vollständige scFv-„inserts“: Dargestellt ist 
das PCR Produkt von je 17 willkürlich ausgewählten Kolonien der beiden Tomlinson scFv 
Bibliotheken I (A) und J (B) in der analytischen Agarose-Gelelektrophorese. Die Auftrennung erfolgte im 
1%igen Agarose-Gel (w/v) bei 100 V für 45 min. Die Fragmentgröße der PCR Produkte (Bahn 2-18, weißer 
Pfeil) kann anhand des in Bahn 1 aufgetragenen Standards bestimmt werden. Da es zwischen 0,9 und 1,031 
kilobasen (kb) liegt, kann vermutet werden, dass es sich um das gewünschte Produkt von 976 Basenpaaren 
handelt. In Bahn 19 ist der Ansatz unter Austausch der „template“-DNA mit ddH2O als Negativkontrolle 
aufgetragen. 
 
Für die Selektion scFv-präsentierenden Phagen, die die AML M2-abgeleitete Zelllinie 
Kasumi-1 oder cDZ-spezifisch binden, wurden die Bibliotheken separat mit Helferphagen 
infiziert und die scFv-präsentierenden Phagen produziert sowie gefällt. Nach Aufnahme 
des Phagenpellets in PBS ergab die Titerbestimmung (Kapitel 3.4.5) eine 
Phagenkonzentration von mindestens 4,4 * 10
11
 cfu/ml für die Tomlinson Bibliothek J und 
5,5 * 10
12
 cfu/ml für die Tomlinson Bibliothek I. Unsere, nach Erfahrungswerten 
festgelegte, Mindestanforderung von 1 * 10
11
 cfu/ml für die erste Selektionsrunde wurde 
somit erfüllt und die Phagenlösung unterschiedlichen Selektionsstrategien unterworfen. 
4.2 Die Selektion spezifischer Binder gegen akute 
myeloische Leukämiezellen 
Für die Generierung AML-spezifischer scFv-Antikörper wurde die Zelllinie Kasumi-1 
gewählt, eine akute myeloische Leukämie mit Ausreifung des Typs M2 nach FAB 
Klassifikation. Dieser AML-Subtyp zeigt nach statistischer Auswertung der WHO eine 
Inzidenz von 25 %. Damit ist die AML M2, neben der akuten myelomonozytären 
Leukämie (M4), die am häufigsten diagnostizierte AML-Form. Im Gegensatz zur 
AML M4 exprimiert sie nicht den Oberflächenmarker CD64,
31
 gegen den in unserer 
Arbeitsgruppe bereits ein effizientes Antikörperfragment zur Verfügung steht [H22(scFv)-
ETA`].
32
 Sie stellt daher ein interessantes Forschungsgebiet dar. 
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4.2.1 Anreicherung AML-spezifischer scFv-Phagen  
Zur Selektion Kasumi-1-spezifischer scFv-Phagen wurden die Bibliotheken in drei 
aufeinanderfolgenden „panning“-Runden auf ganzen Zellen oder Membranfragmenten 
(MF) selektioniert. Um scFv-Antikörper zu eliminieren, die allgemeine 
Oberflächenmoleküle binden, welche sich auch auf gesunden und malignen Zellen 
gleichermaßen befinden, wurde die Phagensuspension vor jeder Selektion auf gesunden 
peripheren mononukleären Blutzellen (PBMC) depletiert (Abb. 4–2). 
 
 
Abb. 4–2. „panning“-Strategie zur Selektion Kasumi-1-spezifischer Binder: Die Tomlinson Bibliothek I 
wurde nach Depletion auf gesunden peripheren mononukleären Blutzellen (PBMC) zur Selektion 
antigenbindender Phagen auf Membranfragmenten der Kasumi-1 Zellen selektioniert, während die 
Tomlinson Bibliothek J auf ganzen Zellen selektioniert wurde. Dabei sollten durch Elution 
zelloberflächenbindende Phagen und durch Zelllyse internalisierte Phagen isoliert werden. 
 
Die Anreicherung AML-spezifischer scFv-Phagen wurde durch Berechnung des 
Phagentiters und Nachweis der spezifischen Bindeaktivität der polyklonalen 
Phagensuspension überprüft. 
4.2.1.1 Die Anreicherung Kasumi-1-spezifischer scFv-Phagen auf 
Membranfragmenten 
Zur Generierung spezifischer Antikörperfragmente wurde die Phagenbibliothek I in drei 
aufeinanderfolgenden Selektionsrunden auf MF eingesetzt. Dabei wurde der 
Selektionsdruck durch Verringerung der Antigenkonzentration und Erhöhung der 
Waschstringenz im Laufe der Selektionsrunden erhöht (Abb. 4–2). Die antigenbindenden 
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Phagen wurden durch alkalische Elution gewonnen und ihre Konzentration titriert 
(Kapitel 3.4.5). Von der ersten zur zweiten Selektionsrunde konnte eine 500fache, zur 
dritten sogar eine 300.000fache Anreicherung Kasumi-1-spezifischer Phagen beobachtet 
werden. Die Tab. 4-1 listet die ermittelten Phagentiter und die darauf basierend 
berechneten Anreicherungsfaktoren auf. 
Tab. 4-1. Anreicherungsfaktor der Kasumi-1 antigenspezifischen scFv-Phagen nach Selektion auf 
Membranfragmenten. 
Helferphage Runde Antigen-
verdünnung 
Eingangs-
titer 
Ausgangs-
titer 
Anreicherungs-
faktor (AF) 
Anreicherung 
(AFx/x-1) 
Multivalent 
M13KO7ΔpIII 
1 unverdünnt 5,5 * 10
12
 5,5 * 10
6
 1 * 10
-6
  
Monovalent 
M13KO7 
2 1 : 10 1,1 * 10
13
 5,5 * 10
9
 5 * 10
-4
 500fach 
Monovalent 
M13KO7 
3 1 : 100 1,7 * 10
13
 5,5 * 10
12
 3 * 10
-1
 300.000fach 
 
Des Weiteren wurde die Anreicherung im polyklonalen Phagen-ELISA auf Kasumi-1 MF 
überprüft. Die optimale Konzentration immobilisierter Antigene wurde in einem Vortest 
mit den Phagensuspensionen der dritten Selektionsrunde sowie der naiven Tomlinson 
Bibliothek J auf Kasumi-1 MF bestimmt. Dafür wurden die hergestellten MF in einer 
Verdünnung von 1 : 10, 1 : 100 und 1 : 1000 in PBS eingesetzt und das Signal-Rausch-
Verhältnis berechnet. Die Verdünnung der MF in einem Verhältnis von 1 : 10 ergab ein 
15fach stärkeres Signal, die im Verhältnis 1 : 1000 ein 6fach stärkeres. Die 
Antigenverdünnung von 1 : 100 erwies sich mit einem 25fach stärkeren Signal zum 
Hintergrund als optimal und wurde für alle folgenden ELISA Experimente verwendet.  
Die Phagensuspensionen jeder Selektionsrunde wurden im polyklonalen Phagen-ELISA 
auf immobilisierten MF des Selektions- und Depletionsantigens getestet. Wie in Abb. 4–3 
dargestellt, konnte kein relevanter Anstieg der Bindeaktivität während der drei 
Selektionsrunden nachgewiesen werden. Darüber hinaus ist die Signalstärke auf MF der 
PBMC zwar signifikant kleiner (p < 0,0036), die absoluten Absorptionswerte auf 
Kasumi-1 jedoch nur 1,5fach höher. Damit fallen alle Fraktionen unter den von uns 
festgelegten Grenzwert von einer mindestens 2,5fach stärkeren Absorption als die 
Negativkontrollen. Ein signifikanter Anstieg der Absorption, von der naiven Tomlinson 
Phagensuspension zu der der dritten Selektionsrunde, konnte nicht beobachtet werden. 
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Abb. 4–3. Polyklonaler Phagen-ELISA nach Selektion der Tomlinson Bibliothek I: Die Phagensuspension 
der naiven Tomlinson Bibliothek I und die der ersten bis dritten Selektionsrunde (E1-E3) wurde im 
polyklonalen Phagen-ELISA auf ihre Bindeaktivität zu Kasumi-1 und peripheren mononukleären Blutzellen 
(PBMC) Membranfragmenten getestet. Als Negativkontrollen (NC) wurden Ansätze ohne Antigen, ohne 
Phagen, ohne Sekundärantikörper und Kombinationen daraus durchgeführt. Angegeben sind die Mittelwerte 
mit Standardabweichung eines dreifachen Ansatzes, sowie der statistisch signifikante Unterschied der 
Absorptionswerte (**). 
 
4.2.1.2 Anreicherung Kasumi-1-spezifischer scFv-Phagen auf ganzen Zellen 
Für die Selektion auf ganzen Zellen wurde die Tomlinson Phagenbibliothek J eingesetzt. 
Während die oberflächenbindenden Phagen-Antikörper von der Zelloberfläche eluiert 
wurden, wurden internalisierte Phagen durch anschließende Zelllyse gewonnen. Diese 
Elution- und Lysefraktionen wurden separat behandelt (Abb. 4–4). 
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Abb. 4–4. Selektionsstrategie mit der Tomlinson Phagenbibliothek J auf ganzen Zellen: In drei 
aufeinanderfolgenden Selektionsrunden (1-3) mit vorgeschalteter Depletion werden 
zelloberflächenbindenden scFv-Phagen eluiert (E) und internalisierte Phagen durch Zelllyse (L) gewonnen.  
 
Die Bestimmung des Phagentiters ergab eine 35fache Anreicherung nach der zweiten und 
eine 45fache Anreicherung an oberflächenbindenden Phagen nach der dritten 
Selektionsrunde. Die Anreicherung der potentiell internalisierenden scFv-Phagen konnte 
durch die Ermittlung der Phagentiter nicht konsistent dargestellt werden (Tab. 4-2). 
Tab. 4-2. Anreicherung der Kasumi-1-spezifischen scFv-Phagen nach Selektion auf ganzen Zellen. 
Helferphage Runde Fraktion Eingangs-
titer 
Ausgangs-
titer 
Anreicherungs-
faktor AF 
Anreicherung 
(AFx/x-1) 
Multivalent 
M13KO7ΔpIII 
1 E1 4,4 * 10
11 
4 * 10
3 
9,1 * 10
-9 
 
L1  4 * 10
6 
9,1 * 10
-6 
 
Monovalent 
M13KO7 
2 E2 1 * 10
12 
3,2 * 10
5 
3,2 * 10
-7 
35fach 
E2(L) 1,4 * 10
12 
4 * 10
5 
2,9 * 10
-7 
 
L2  4 * 10
4 
2,9 * 10
-8 
/ 
Monovalent 
M13KO7 
3 E3 4,4 * 10
11 
2 * 10
5 
4,5 * 10
-7 
45fach 
E3(L) 5,2 * 10
13 
2,4 * 10
5 
4,6 * 10
-9 
 
L3  4,6 * 10
6 
8,9 * 10
-8 
3fach 
 
Im polyklonalen Phagen-ELISA konnte ein sukzessiver Anstieg der Bindeaktivität der 
einzelnen Phagensuspensionen beobachtet werden (Abb. 4–5). Die Elutionfraktion zeigte, 
mit einem 15fach höheren Absorptionswert als die naive Tomlinson Bibliothek J, einen 
signifikanten Anstieg der Bindeaktivität nach der dritten Runde. In der Lysefraktion konnte 
Tomlinson J
E1(L) L1
E2 E2(L) L2
E3 E3(L) L3
Zelloberflächen-
bindende scFv
Internalisierende
scFv
Elution Lyse
Elution
Elution Elution
Lyse
Lyse
Depletion 1
Selektion 1
Multivalenter Phage
Elution
Depletion 2
Selektion 2
Monovalenter Phage
Depletion 3
Selektion 3
Monovalenter Phage
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eine 9fach höher Absorption nach der zweiten und eine 17fach höher Absorption nach der 
dritten Selektionsrunde gemessen werden. Somit wurde in beiden Fraktionen ein 
signifikanter Anstieg und damit eine erfolgreiche Anreicherung Kasumi-1-spezifischer 
scFv-Phagen dokumentiert. 
 
 
Abb. 4–5. Polyklonaler Phagen-ELISA nach Selektion der Tomlinson Bibliothek J: Die gefällten Phagen 
jeder Selektionsrunde wurden auf Membranfragmenten der Selektionszelllinie Kasumi-1 (grau) und der 
Depletionspopulation peripherer mononukleärer Blutzellen (PBMC, weiß) auf ihre Bindeaktivität getestet. 
A. Selektion von oberflächenbindenden scFv-Phagen mit Gewinnung durch Elution (E1-3) der 
Zelloberfläche. B. Selektion von internalisierenden scFv-Phagen mit Gewinnung durch Zelllyse (L1-3). 
Dargestellt sind die Mittelwerte dreier unabhängiger Versuche mit Standardabweichung und der statistisch 
signifikante Unterschied zwischen der naiven Bibliothek J und der Selektionsrunden (**). 
NC: Negativkontrollen 
 
4.2.2 Analyse der selektionierten scFv-Phagen  
Nachdem eine erfolgreiche Anreicherung Kasumi-1-spezifischer scFv-Fragmente 
dokumentiert werden konnte, sollte die Bindeaktivität einzelner Klone analysiert werden. 
Dabei sollte die Spezifität der Bindung zu dem Selektionsantigen (Kasumi-1) immer der 
unspezifischen Bindung zum Depletionsantigen (PBMC) gegenübergestellt werden. 
4.2.2.1 Identifizierung AML-spezifischer Binder 
Nach drei Selektionsrunden wurde die Spezifität zu Kasumi-1 Zellen im monoklonalen 
Phagen-ELISA getestet (Kapitel 3.4.7.1). Als Kasumi-1-spezifisch wurden alle scFv-Klone 
gezählt, für die ein Absorptionswert gemessen wurde, welcher im Vergleich zu dem 
Depletionsantigen und den Negativkontrollen 2,5fach stärker war. Ein positiver Binder 
wurde als solcher bezeichnet, nachdem seine Bindeaktivität gemäß diesen Kriterien 
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dreimal bestätigt wurde. Es zeigte sich, dass nach drei Selektionsrunden von insgesamt 108 
getesteten scFv-Klonen 51 Kasumi-1-spezifisch waren. Das entspricht einem relativen 
Anteil von 47 %. Dabei zeigten doppelt so viele Klone in der Lysefraktion ein positives 
Signal wie in der Elutionfraktion. Eine signifikante Bindung auf PMBC wurde bei keinem 
der ausgewählten Klone beobachtet. 
Zur Bestätigung der spezifischen Bindung wurden alle ELISA-positiv getesteten Klone auf 
das Vorhandensein einer scFv mittels PCR überprüft. Nach Betrachtung des PCR 
Produktes in der analytischen Agarose-Gelelektrophorese konnte für alle Klone eine scFv 
der korrekten Größe detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Anschließend wurde das 
gewünschte DNA-Fragment durch präparative Gelelektrophorese isoliert und auf seine 
Sequenz analysiert. Die Auswertung der Sequenzierungsdaten ergab vier einzigartige 
scFv-Klone in der Lysefraktion (B3, C10, D5 und G9) und einen in der Elutionfraktion 
(E5). Vier weitere Klone wurden sowohl in der Lyse- als auch in der Elutionfraktion 
identifiziert (C3, D2, D3 und D4). Die identifizierten Klone waren zwischen ein und 
13-mal auf den getesteten Mikrotiterplatten vertreten. Die Namensgebung erfolgte nach 
der Position des Klons auf der analysierten Mikrotiterplatte. Die scFv-DNA Sequenzen der 
hypervariablen Regionen ist translatiert in Tab. 4-3 aufgelistet.  
Tab. 4-3. Aminosäuresequenzen der identifizierten scFv-Klone in den hypervariablen Domänen (CDR) der 
schweren und leichten Kette. Die Definition der CDR erfolgte nach dem KABAT
151
 Nummerierungsschema.  
 
*: in der DNA kodiertes „amber“ Stopcodon 
 
4.2.2.2 Charakterisierung der Bindeaktivität im monoklonalen Phagen-ELISA 
Um die Bindungsstärke der „unique“ Klone direkt miteinander vergleichen zu können, 
wurden diese unter den gleichen Konditionen gemessen. Dazu wurden die neun Klone auf 
eine neue Mikrotiterplatte übertragen und erneut im monoklonalen ELISA mit dreifacher 
Wiederholung getestet. Die gemessenen Absorptionswerte erlaubten eine erste 
Klon Variable Region der schweren Kette (VH) Variable Region der leichten Kette (VL)
CDR1 CDR2 CDR3 CDR1 CDR2 CDR3
B3
SYAMS
AIGV*GDRTAYADSVKG GIRAFDY
RASQSISSYLN
AASSLQS QQYAGAPST
C10 II*PTGRKTTYADSVKG SSYMFDY SASALQS QQARRRPLT
D5 TI*QYGTPTWYADSVKG SYPSFDY KASLLQS QQPRVLPLT
G9 TIA*KGLRTAYADSVHG RLSVFDY RASILQS QQAYKGPLT
C3 AI*QRGLKTAYADSVKG GWRRFDY NASHLQS QQRGHNPVT
D2 TI*KLGRQTAYADSVKG SARRFDY KASLLQS QQGRLPPPT
D3 TIQKLGR*TAYADSVKG SARRFDY KASLLQS QQSQTAPLT
D4 SIS*RGRKTLYADSVKG GLRRFDY MASHLQS QQPRSTPLT
E5 TIG*AGSRTLYADSVKG GRATFDY KASLLQS QQRLRVPPT
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Klassifizierung in moderate und starke Bindeaktivität (Abb. 4–6). Hierbei setzten wir das 
gemessene Absorptionssignal der Binder mit dem der Negativkontrollen (NC) in Relation 
und definierten ein > 2,5fach höheres Absorptionssignal als moderat und > 5fach als stark 
bindend. Moderat bindend sind demnach die Binder C3, D2, D3 und E5. Als stark bindend 
wurden die Binder B3, C10, D5, G9 und D4 klassifiziert. 
 
 
Abb. 4–6. Monoklonaler Phagen-ELISA der „unique“ Kasumi-1 Binder: Die Bindeaktivität der produzierten 
scFv-Phagen wurde auf Membranfragmenten von Kasumi-1 (grau) und peripheren mononukleären Blutzellen 
(PBMC, weiß) im Mikrotitermaßstab getestet. Die Binder werden in moderat (durchgehende Linie) und stark 
(gestrichelte Linie) klassifiziert. Dargestellt sind die repräsentativen Daten eines Dreifachansatzes mit ihrer 
Streuung (Balken). Die Negativkontrolle (NC) ist die mittlere Absorption bei Auftragen des Leerphagen, 
fehlendem Antigen oder Sekundärantikörper und einer Kombination aus diesen. 
 
Da bei der Selektion auf ganzen Zellen auch Zellfragmente in Suspension vorliegen 
können, sollte ausgeschlossen werden, dass die selektionierten Binder ein Epitop auf der 
Zellinnenseite binden. Der Einsatz von MF gewährleistet den Erhalt der funktionalen 
Membranproteine, jedoch garantiert er nicht die ausschließliche Exposition der äußeren 
Zellmembran. Die hergestellten Fragmente bilden dabei vesikelartige Strukturen, die zu 
50 % ihre Zellinnenmembran nach außen exponieren können („inside-out“ Effekt). Da 
somit nicht sichergestellt werden kann, dass die selektionierten scFv auf der Zellaußenseite 
binden, wurde ein ELISA auf ganzen Kasumi-1 Zellen durchgeführt (Kapitel 3.4.7.2). 
Dabei zeigten alle neun identifizierten Binder eine Bindeaktivität zu fixierten Kasumi-1 
Zellen (Abb. 4–7). 
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Abb. 4–7. Monoklonaler Phagen-ELISA auf fixierten Kasumi-1 Zellen: Die Bindeaktivität der 
selektionierten scFv-Phagen wurde auf fixierten Kasumi-1 Zellen (grau) und peripheren mononukleären 
Blutzellen (PBMC, weiß) im Mikrotitermaßstab getestet. Dargestellt sind die repräsentativen Daten eines 
Dreifachansatzes mit ihrer Streuung (Balken). Die Negativkontrolle (NC) ist die mittlere Absorption bei 
Auftragen des Leerphagen, fehlendem Antigen oder Sekundärantikörper und einer Kombination aus diesen. 
 
4.2.2.3 Charakterisierung der Bindeaktivität in der Durchflusszytometrie 
Die Analyse im monoklonalen Phagen-ELISA erlaubte bereits eine qualitative Aussage 
über die Bindeeigenschaft der selektionierten scFv-Phagen zu machen. Im Anschluss 
wurde die Bindeaktivität der scFv-Phagen in der Durchflusszytometrie zu vitalen Zellen 
bestätigt. Dadurch wurde sichergestellt, dass sie das gebundene Membranprotein in seiner 
nativen Konformation erkennen. Zusätzlich konnte über die Intensität des gemessenen 
Fluoreszenzsignals auf die Expression des betroffenen Antigens auf der Zelloberfläche 
rückgeschlossen werden. Die monoklonalen Phagen-Antikörper wurden produziert, gefällt 
und in PBS aufgenommen. Der Phagentiter der einzelnen Klone lag zwischen 1 * 10
9
 und 
1,2 * 10
11
 cfu/ml. Vorab wurde die Methode mit dem bereits charakterisierten 
Ki-4(scFv)-Phagen auf L-540 Hodgkin Lymphom Zellen etabliert und auf ihre Spezifität 
und Reproduzierbarkeit geprüft. Für das Experiment wurden 1 * 10
9
 Phagen eingesetzt, um 
eine statistische Vergleichbarkeit der Bindeaktivität unter den selektionierten scFv-Phagen 
zu gewährleisten. Der relative prozentuale Anteil an gebundenen scFv-Phagen und damit 
im FL-1 Kanal verschobenen Kasumi-1 Zellen lag zwischen 48,7 % für die scFv D3, 
(Abb. 4–8f) und 68,8 % für die scFv C3 (Abb. 4–8d). Die dazugehörigen geometrischen 
Mittelwerte der Fluoreszenzintensität (MFI) liegen dabei zwischen 3,6 bis 33,7. Eine 
Bindeaktivität zu PBMC konnte nicht beobachtet werden (Abb. 4–8i-p). Der 
Vollständigkeit halber ist jedoch zu erwähnen, dass der Klon D2 einmalig eine MFI von 
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4,8 und einen relativen Anteil von im Fluoreszenzkanal verschobenen Zellen von 9,0 % 
(Abb. 4–8e) zeigte.  
 
Abb. 4–8. Histogramme nach Analyse der Bindeaktivität der selektionierten scFv-Phagen in der 
Durchflusszytometrie: Der prozentuale Anteil der gebundenen Zellpopulation nach Phageninkubation mit 
Kasumi-1 und peripheren mononukleären Blutzellen (PBMC, graue Kurve) wurde in Relation zur 
Hintergrundfluoreszenz des Sekundärantikörpers (schwarze Kurve) bestimmt. Die Detektion gebundener 
scFv-Phagen erfolgte im Fluoreszenzkanal 1 (FL-1). 
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Beim Vergleich der nach scFv-Inkubation im FL-1 Kanal verschobenen Zellpopulation mit 
der Referenzpopulation im Histogramm fallen im Wesentlichen zwei Arten von 
Kurvenformen auf: 
1. flache, breit gestreute (C3, D2, D4) 
2. gipfelartige, schmale (B3, D3, E5) 
 
Die Klone D5 und C10 zeigen ein intermediäres Profil der verschobenen Zellpopulation. 
Auf eine mögliche Erklärung dieser Grafiken wird in Kapitel 5.3 eingegangen. 
4.2.2.4 Rückmutation der Stopcodons 
Zur weiteren Charakterisierung der selektionierten scFv sollten diese als lösliche Proteine 
unabhängig von Bakteriophagen exprimiert werden. Durch die artifizielle Diversifizierung 
der CDR2 und 3 nach dem NNK Schema jedoch, tritt das „amber“ Stopcodon (TAG) in 
der CDR2 der schweren Kette auf. Dadurch kommt es zu einem frühzeitigen Abbruch der 
Translation und damit zu nicht funktionalen Antikörperfragmenten. Mittels zielgerichteter 
Mutagenese konnte die Thyminbase im Stopcodon gegen Cystein ausgetauscht werden. 
Die „phagemid“-DNA einzelner Kolonien wurde sequenziert (Kapitel 3.2.4), um das 
Vorhandensein der gewünschten Mutation zu kontrollieren. Dabei war die Mutation im 
Mittel bei einem Klon von fünf „phagemid“ Trägern erfolgreich. Statt eines 
Translationsabbruchs auf Grund des verfrühten Stopcodons wird bei der Produktion 
löslicher scFv-Proteine die Aminosäure Glutamin eingebaut. Im Folgenden sollte 
untersucht werden, ob die Mutagenese einen Einfluss auf die Bindeaktivität der 
selektionierten scFv hatte. Dafür wurden die scFv-präsentierenden Phagen vor und nach 
Mutagenese im Membran-ELISA getestet und ihre Absorptionswerte miteinander 
verglichen (Abb. 4–9). Dabei ist zu erkennen, dass bis auf Klon C10 die gemessenen 
Absorptionswerte der mutierten scFv (graue Balken) niedriger sind als die der originalen 
(schwarze Markierung). Sie sanken im Durchschnitt um 30 %. Da diese Werte von zwei 
separaten Mikrotiterplatten gemessen wurden, dient die schwarze Markierung der Positiv- 
und Negativkontrolle hierbei als Referenz. Besonders auffällig ist dabei Klon D4, dessen 
Absorptionswert auf weniger als ein Siebtel des ursprünglichen Wertes sank 
(Mittelwert 1,3 auf 0,18). Im Gegensatz dazu stieg die Absorption des Klons C10 auf mehr 
als das Doppelte des Ursprungswertes an (Mittelwert 1,0 auf 2,1).  
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Abb. 4–9. Monoklonaler Phagen-ELISA nach der zielgerichteten Mutagenese: Die Absorption der mutierten 
scFv-Phagen auf Kasumi-1 Membranfragmenten (graue Balken) ist im Vergleich zu den Absorptionswerten 
vor der Mutagenese (schwarze Markierung) dargestellt. Es ist weiterhin keine Bindung auf peripheren 
mononukleären Blutzellen (PBMC, weiße Balken) zu beobachten. Die Positivkontrolle (PC) wurde mit 
Ki-4(scFv)-Phagen durchgeführt ohne Mutageneseschritt und dient der Vergleichbarkeit mehrerer 
Experimente. Die Negativkontrolle (NC) ist die gemessene mittlere Absorption bei Auftragen des 
Leerphagen, fehlendem Antigen und einer Kombination aus beiden. 
 
4.2.3 Analyse der löslichen scFv-Proteine  
Die Identifizierung der Kasumi-1-spezifischen scFv-Phagen sowie die Erhebung erster 
Bindeaktivitätsdaten wurde im ELISA und in der Durchflusszytometrie bestätigt. Die 
Quantifizierung ihrer Bindestärke über die Normierung der scFv-Konzentration ist jedoch 
auf Phagenebene nicht möglich, da bei der Titerbestimmung der Phagensuspensionen auch 
Leerphagen (Phagen, die keine scFv-pIII Fusionsproteine sondern ausschließlich das pIII 
Wildtypprotein tragen) einberechnet werden. Nach der Helferphageninfektion mit 
M13KO7 liegt der scFv-präsentierende Phagenanteil zwischen 1-10 %.
20
 Des Weiteren 
können Wechselwirkungen der Phagenpartikel zu verzerrten Versuchsergebnissen führen. 
Für die weitere Charakterisierung sollten daher die Eigenschaften der löslichen 
scFv-Fragmente untersucht werden. 
4.2.3.1 Analyse der scFv-Fragmente nach Expression in Prokaryoten 
Nach der Isolation aus dem E. coli Stamm TG1F
+
 wurden die scFv-kodierenden 
„phagemids“ nach Standardprotokoll11 mittels Hitzeschock in den „non-suppressor“ E. coli 
Stamm HB2151 transformiert. Die scFv-Produktion wurde induziert und der 
Mediumüberstand auf immobilisierten MF von Kasumi-1 Zellen übertragen. Die Detektion 
B3 C10 D5 G9 C3 D2 D3 D4 E5 NC PC
0
1
2
Kasumi-1
PBMC
selektionierte scFv-Phagen
E
 4
0
5
 n
m
4 Ergebnisse 99 
erfolgte dabei mit HRP-markiertem Protein A oder L und anschließender Visualisierung 
durch Zugabe des HRP-Substrates ABTS. Unter diesen Versuchsbedingungen konnten die 
Bindung der neun identifizierten Binder nicht bestätigt werden. Die Absorptionssignale der 
löslichen scFv-Fragmente auf Kasumi-1 MF entsprachen denen der Negativkontrollen. Als 
Folge dessen wurden die Konditionen für den Nachweis der scFv-Bindedaten in den 
folgenden Punkten variiert: 
Erhöhung der produzierten scFv-Menge: 
Über den spezifischen Nachweis des C-terminalen polyHistidin-tag im Western Blot 
konnten, in einem Probenvolumen von 10 µl Mediumüberstand, keine scFv-Proteine 
detektiert werden. In einem ersten Ansatz konnte die scFv-Konzentration durch den 
osmotischen Aufschluss des periplasmatischen Raumes mit TES-Puffer (Kapitel 3.3.1) 
gesteigert werden. Es wurde jedoch lediglich für zwei der neun Klone (C10 und D4) eine 
signifikante Bindung auf Kasumi-1 MF im ELISA gezeigt (Daten nicht gezeigt). In einem 
zweiten Ansatz wurden die scFv-„inserts“ in den etablierten T7-abhängigen pMT 
Expressionsvektor kloniert (Abb. 4–10). Durch die T7 Polymerase abhängige Expression 
nach IPTG Induktion konnte die scFv-Konzentration auf das Fünffache der ursprünglichen 
Expression im pIT2 Vektor gesteigert werden. Ihr Anteil im periplasmatischen 
Proteinextrakt war mit 10-20 % deutlich überexprimiert (Daten nicht gezeigt). Eine 
signifikante Erhöhung des gemessenen Absorptionssignals blieb allerdings auch nach der 
Reinigung der scFv-Proteine in der IMAC aus.  
Senkung des unspezifischen Hintergrundsignals: 
Die ELISA Konditionen wurden im Einsatz unterschiedlicher Blockierungslösungen 
(1 % BSA, 2 % Magermilchpulver in PBS, Chemiblock), Detektionssysteme (Protein A/L, 
Primärantikörper, Sekundärantikörper), Waschlösungen (PBS, PBST) und 
Wachstumsmedien (M9 minimal, 2x TY) variiert. Ausschlaggebend für die Beurteilung 
der Variationen war das geringste Signal-Rausch-Verhältnis. Dabei ergab sich  
 das Blockieren von unspezifischen Bindungen mit Chemiblock, 
 die Detektion der gebundenen scFv mit dem Maus anti-polyHis Primärantikörper in 
Kombination mit dem Ziege anti-Maus IgG HRP-markierten Sekundärantikörper,  
 das Waschen nach Standardprotokoll mit PBST und 
 2x TY als Wachstumsmedium als optimal. 
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Überprüfung der scFv Identität: 
Um die Produktion des scFv-Proteins zu bestätigen, sollte deren Identität beispielhaft über 
Massenspektrometrie überprüft werden. Dazu wurde die Elutionfraktion nach IMAC 
Reinigung der scFv C10 im SDS-PAGE nach Größe getrennt und die Proteine unspezifisch 
mit Coomassie gefärbt. Die gesuchte Bande von 28 kDa sowie eine kontaminierende 
Bande bei 60 kDa wurde aus dem Gel isoliert und für die Analyse in der 
Massenspektrometrie vorbereitet (Kapitel 3.3.12). Beide Datensätze wurden mit der 
Peptiddatenbank Mascot verglichen. Dabei konnte für das Protein von 28 kDa die schwere 
und die leichte Kette der variablen Region identifiziert werden (Abb. 4–10). Insgesamt 
43,3 % der Sequenz wurde durch den Datenbankabgleich abgedeckt, 50,3 % nach Abzug 
der CDR2 und 3. Es konnte somit ausgeschlossen werden, dass es sich bei dem Protein von 
28 kDa um eine Kontamination handelt. Die parallel analysierte 60 kDa Bande wurde nach 
Abgleich mit der Mascot Datenbank als das Chaperonpeptid Chaperonin Groel-E461k 
identifiziert. 
 
Abb. 4–10. Prokaryotische Expression der scFv-Proteine: A. Schematische Darstellung der pMT 
Expressionskassette. Die pelB Signalsequenz (pelB) und eine zehnfache Histidin-Aminosäurefolge 
(His10-tag) sind der scFv vorgeschaltet. Die schwere Kette (VH) ist über einen Peptid-„linker“ mit der 
leichten Kette (VL) verbunden. Die scFv-Expression wird durch den T7-Promotor (T7 pro) kontrolliert. Die 
Translation endet am „ochre“ Stopcodon (TAA) B. Aminosäuresequenz der scFv C10. Nach dem Mascot-
Datenbankabgleich sind übereinstimmende Aminosäuresequenzen der VH und VL in Rot geschrieben. 
 
Trotz der oben genannten Variation des Expressionsprotokolls konnte kein 
zufriedenstellender Datensatz zur Bestätigung der scFv-Bindeaktivität auf Kasumi-1 MF 
oder viablen Zellen erhoben werden. Die prokaryotische Expression der löslichen 
scFv-Proteine wurde aus diesem Grund nicht weiter verfolgt. 
T7 pro pelB
SfiI NotI
TAA 
Stopcodon
N CVH
His10-
tag
T7 termVL
linker
A
VH:
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSIIQPTGRK
TTYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKSSYMFDYWGQGTLVTVS
VL:
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYSASALQSGV
PSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQARRRPLTFGQGTKVEIKRA
B
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4.2.3.2 Analyse der scFv-Fragmente nach Expression in Eukaryoten  
Da die Bindeaktivität der löslichen scFv-Fragmente nach prokaryotischer Expression nicht 
bestätigt werden konnte, wurden sie als scFv-SNAP Fusionsproteine in den pSecTag2-
basierten (Invitrogen) eukaryotischen pMS-SNAP-tag Expressionsvektor kloniert (Abb. 4–
11A). Für die Expression in transfizierten HEK 293T Zellen zeigte sich die Kultivierung 
unter Selektionsdruck mit 100 µg/ml Zeocin als optimal. Durch die Anregung des 
koexprimierten eGFP bei 488 nm Wellenlänge konnten erfolgreich transfizierte Zellen in 
der Fluoreszenzmikroskopie ausgemacht werden (Abb. 4–11B). Es konnten alle 
pMS-scFv-SNAP Plasmide in HEK 293T Zellen eingebracht werden. Nach Vergleich mit 
einem Lichtbild desselben Bereichs konnte eine Transfektionseffizienz von 50 ± 10 % 
bestimmt werden. Als Kontrolle wurden auch untransfizierte HEK 293T Zellen unter 
Selektionsdruck kultiviert. Bereits nach 4-tägiger Inkubation lag ihre Mortalitätsrate bei 
98 %. 
 
Abb. 4–11. Eukaryotische Expression der scFv-SNAP Fusionsproteine: A. Schematische Darstellung der 
bicistronischen pMS-SNAP-tag Expressionskassette. Die Expression der scFv-SNAP Fusionsproteine wird 
über den Cytomegalievirus Promotor (CMV pro) reguliert. Durch die vorgeschaltete Ig kappa Signalsequenz 
(Ig κ) werden die Proteine bestehend aus der schweren (VH) und leichten Kette (VL), dem SNAP-tag, einem 
MYC-tag (myc) und sechsfachen Histidin-tag (His6-tag) sekretiert. Die Translation wird durch das „opal“ 
Stopcodon (TGA) gestoppt. Die zusätzlich transkribierte interne ribosomale Eintrittsstelle (IVS/IRES) 
vermittelt die Kotranslation des grün fluoreszierenden Proteins („enhanced green fluorescent protein“, eGFP 
reporter). B. Licht- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der scFv-SNAP transfizierten HEK 293T 
Zellen. Nach Anregung des koexprimierten eGFP bei 488 nm Wellenlänge wurde die Fluoreszenz bei 
509 nm gemessen und mit dem Lichtbild verglichen, um die Transfektionseffizienz bestimmen zu können. 
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Der Überstand der transfizierten Zellen wurde in der SDS-PAGE und im Western Blot auf 
die gewünschten Proteine untersucht. Dabei konnte eine zweifelsfreie Aussage über das 
Vorhandensein und die Konzentration der sezernierten scFv-SNAP Proteine im Coomassie 
gefärbten Gel nicht getroffen werden, da kontaminierende Proteine, wie bovines 
Serumalbumin (66 kDa), die gesuchte Proteinbande (49 kDa) überlagerten (Abb. 4–12). 
Nach dem spezifischen Nachweis über den C-terminalen Histidin-tag im Western Blot 
wurde bestätigt, dass von allen selektionierten Klonen sowie von den bereits 
charakterisierten 425(scFv)-SNAP und Ki-4(scFv)-SNAP Proteinen eukaryotische 
Produzenten generiert werden konnten. Die geernteten Überstände enthielten alle eine 
detektierbare Konzentration des gewünschten scFv-SNAP Fusionsproteins (Abb. 4–12). 
Die Überstände wurden entweder direkt oder nach Reinigung in der IMAC und 
Fluorophorkopplung im ELISA und in der Durchflusszytometrie eingesetzt. 
 
Abb. 4–12. Der scFv-SNAP Protein enthaltende HEK 293T Zellkulturüberstand im Coomassie gefärbten 
SDS-PAGE und Western Blot: Von links nach rechts sind aufgetragen: der Proteinstandard Prestained Broad 
Range (MR), die selektionierten scFv-SNAP Fusionsproteine (B3-E5) und die Positivkontrollen 
Ki-4(scFv)-SNAP und 425(scFv)-SNAP. Die korrekte Proteingröße von 49 kDa wird durch den schwarzen 
Pfeil markiert. 
 
4.2.3.3 Die Reinigung der scFv-SNAP-tag Fusionsproteine 
Nachdem die erfolgreiche eukaryotische Produktion der scFv-SNAP-tag Fusionsproteine 
durch Analyse des Zellkulturüberstandes im Western Blot gezeigt wurde, sollten die 
Proteine von Verunreinigungen in der IMAC befreit und mit Hilfe von BG Vista Green 
oder BG Alexa Fluor 647 fluorophormarkiert werden. Die Vista Green-markierten Proteine 
wurden zur Analyse über die SDS-PAGE getrennt und direkt spezifisch visualisiert 
(Kapitel 3.3.8). Die Kopplung der scFv-Proteine war bei allen durchgeführten 
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Experimenten erfolgreich und stand in Relation zu der Menge an gereinigtem Protein 
(Abb. 4–13). Repräsentativ für eine Vielzahl von Analysen wurde hier die 
scFv-Konzentration für die dargestellte Abbildung berechnet. Dabei schwankte die 
gereinigte Proteinmenge der einzelnen scFv-SNAP Proteine von 27 µg/ml für die 
D4(scFv)-SNAP bis 414 µg/ml für 425(scFv)-SNAP. Freies Fluoreszenzsubstrat 
(< 10 kDa) wurde nicht beobachtet. Das Elutionsprodukt enthielt neben der scFv-SNAP 
Proteine auch weitere Verunreinigungen, die keinen Einfluss auf die durchgeführten 
Experimente hatten (Daten nicht gezeigt). Wie durch Verzicht des Mediumzusatzes FKS 
gezeigt werden konnte, handelt es sich bei der 66 kDa Bande um Bestandteile des FKS, 
wie beispielsweise bovines Serumalbumin. 
 
Abb. 4–13. Analyse der scFv-SNAP-tag Proteine nach IMAC: A. Fluoreszenz „imager“ Aufnahme: Nach 
Kopplung an das SNAP Substrat BG Vista Green wurden die scFv-SNAP Proteine im Fluoreszenz „imager“ 
visualisiert. B. Coomassie-Färbung: Nach Elution der gereinigten Proteine wurden sie in der SDS-PAGE 
nach ihrer Größe getrennt und Coomassie gefärbt. Zur Berechnung der Proteinkonzentration wurde ein 
Standard von 10-500 µg/ml bovines Serumalbumin (BSA) aufgetragen C. Western Blot der scFv-SNAP 
Proteine: Nach Transfer auf eine Nitrozellulosemembran im Western Blot wurden die scFv-SNAP Proteine 
spezifisch über den polyHistidin-tag detektiert und mit dem HRP-Substrat DAB visualisiert. Von links nach 
rechts sind aufgetragen: der Proteinstandard (MR), die selektionierten scFv-SNAP Fusionsproteine (B3-E5) 
und die Positivkontrolle 425(scFv)-SNAP. Die korrekte Proteingröße von 49 kDa wird durch den schwarzen 
Pfeil markiert. 
 
4.2.3.4 Die Bindeaktivität der scFv-SNAP-tag Fusionsproteine im ELISA  
Nachdem über die Analyse der Zellkulturüberstände in SDS-PAGE und Western Blot 
sichergestellt war, dass die transfizierten HEK 293T Zellen die gewünschten scFv-SNAP 
Fusionsproteine exprimierten, sollte die Funktionalität der Binder überprüft werden. Dafür 
wurde der Zellkulturüberstand direkt oder nach Lagerung bei 4 °C im ELISA auf 
immobilisierten Kasumi-1 MF eingesetzt (Kapitel 3.5.1.2). Alle Binder zeigten eine 
Bindeaktivität gegenüber den Tumorzellen ohne Kreuzreaktivität zu gesunden PBMC 
(Abb. 4–14). Der eingesetzte Zellkulturüberstand wurde dabei ohne Berücksichtigung der 
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Proteinkonzentration eingesetzt. Durch den Einsatz der gereinigten, normierten 
scFv-SNAP Proteine konnte ein direkter Vergleich der Absorptionswerte erfolgen. Obwohl 
die absolute scFv-Menge im ELISA mit gereinigtem Protein um ein Vielfaches höher war 
als beim Einsatz des Zellkulturüberstandes, zeigte die Absorption im Durchschnitt einen 
nur geringen Anstieg um den Faktor 1,6. Dieses unproportionale Verhältnis konnte 
ebenfalls für die bereits charakterisierte Ki-4(scFv) auf L-540 MF beobachtet werden. Das 
Profil der gemessenen Absorptionswerte der einzelnen scFv-Klone untereinander verhielt 
sich innerhalb der beiden Ansätze gleich. Alle Klone zeigten ein 2,5fach stärkeres 
Absorptionssignal als die Negativkontrollen. Als starke Binder, mit einem über fünffach 
höheren Absorptionswert, wurden die Klone B3, D5, G9 und D4 klassifiziert. Generell 
konnte beobachtet werden, dass das Absorptionsprofil der löslichen scFv-SNAP Proteine 
mit dem der scFv-präsentierenden Phagen (Abb. 4–6) vergleichbar war. Auffällig war 
jedoch die Abnahme des gemessenen Absorptionswertes aller Klone sowie der 
Positivkontrollen um durchschnittlich 37 %. 
 
 
Abb. 4–14. Bindeaktivität der isolierten scFv-SNAP Fusionsproteine im ELISA: Der scFv-SNAP Protein 
enthaltene Zellkulturüberstand (SN, dunkel grau) oder 1 µg der gereinigten scFv-SNAP Proteine (hellgrau) 
wurde auf immobilisierten Membranfragmenten der Kasumi-1 Zellen oder periphere mononukleärer 
Blutzellen (PBMC, weiß) im Mikrotitermaßstab getestet. Dargestellt sind die Daten dreier unabhängiger 
Experimente mit ihrer Standardabweichung (Balken). Die Negativkontrolle (NC) ist die mittlere Absorption 
bei Auftragen des unspezifischen 425(scFv)-SNAP, fehlendem Antigen, Primär- und Sekundärantikörper 
sowie einer Kombination aus diesen. 
 
B3 C10 D5 G9 C3 D2 D3 D4 E5 NC
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
scFv-SNAP Klone
E
 4
0
5
 n
m
1 µg scFv auf Kasumi-1
1 µg scFv auf PBMC
scFv SN auf Kasumi-1
4 Ergebnisse 105 
4.2.3.5 Die Bindeaktivität der scFv-SNAP-tag Fusionsproteine in der 
Durchflusszytometrie  
Im Membran-ELISA konnte bereits die spezifische Bindeaktivität der löslichen 
scFv-SNAP Proteine zu immobilisierten Kasumi-1 Membranantigenen gezeigt werden. Im 
folgenden Ansatz sollten die Bindeaktivität Vista Green-markierter scFv-SNAP Proteine 
auf viablen Zellen in der Durchflusszytometrie charakterisiert werden. Im Mittel waren 
75,1 ± 3,2 % der analysierten Zellen tot und wurden für die Bindungsanalyse ausgeblendet 
(„gaten“). Die Abb. 4–15 zeigt beispielhaft für sechs unabhängige Versuchsansätze die 
Verlagerung der Zellpopulation im FL-1 Kanal nach Inkubation mit Vista Green-
markierten scFv-Proteinen. Dabei zeigte die scFv B3 mit 56,2 % den geringsten, die scFv 
D3 mit 89,7 % den größten Anteil der im Fluoreszenzkanal verschobenen Zellpopulation. 
Die Bindung der scFv E5 konnte in drei separaten Versuchsansätzen nicht bestätigt 
werden. Eine Bindung auf PBMC wurde bei keinem scFv-SNAP Protein beobachtet. Ein 
unspezifisches Bindungssignal des EGFR-spezifischen 425(scFv)-SNAP konnte nicht 
beobachtet werden. Die gemessene Fluoreszenz diente dabei als Referenzwert, zu der die 
Fluoreszenzprofile der selektionierten Binder in Relation gesetzt wurden.  
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Abb. 4–15. Histogramme nach Analyse der Bindeaktivität der scFv-SNAP-tag Fusionsproteine in der 
Durchflusszytometrie: Der prozentuale Anteil der gebundenen Kasumi-1 und peripheren mononukleären 
Blutzellen (PBMC, graue Kurve) nach Inkubation mit Vista Green-markierten scFv-SNAP-tag 
Fusionsproteinen wurde in Relation zur Hintergrundfluoreszenz der unspezifisch bindenden 425(scFv)-
SNAP (schwarze Kurve) bestimmt. 
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4.2.3.6 Analyse der kreuzreaktiven Bindeaktivität 
Schon während der Selektion wurden die scFv-präsentierenden Phagen auf PBMC 
depletiert, um eine unerwünschte Kreuzreaktivität an gesunden Zellen zu minimieren. Eine 
Kreuzreaktion der isolierten Binder zu PBMC konnte im monoklonalen Phagen-ELISA 
sowie in der Durchflusszytometrie ausgeschlossen werden. Kreuzreaktivitäten zu weiteren 
hämatologischen und anderen Tumorentitäten wurden im Folgenden untersucht: 
Kreuzreaktivität zu AML Zelllinien: 
Da sich die AML Subtypen nach FAB Klassifikation in unterschiedlichen 
Entwicklungswegen und -stufen der Hämatopoese befinden, findet man vor allem 
morphologische und phänotypische Unterschiede der einzelnen Klassen. Dabei sind die 
Subtypen M0 und M1 der Kasumi-1 Zelllinie (M2) in ihrer Entwicklung am ähnlichsten. 
Es handelt sich dabei um unausgereifte Blasten der granulozytären Zellreihe 
unterschiedlichen Ausreifungsgrades. Die selektionierten Binder G9 und D4 zeigten nach 
Inkubation mit der Zelllinie GF-D8 (AML M1) eine Verlagerung der gebundenen 
Zellpopulation im Histogramm von jeweils 9,2 und 28,1 % (Abb. 4–16). Die phänotypisch 
divergenten AML Zelllinien Mono-Mac-1 (Akute Monozytische Leukämie; AML M5), 
KG-1 (Akute myeloide Leukämie) und U-937 (Histiozytäres Lymphom) zeigten nach 
Inkubation mit den ausgewählten Bindern keine Verlagerung der Zellpopulation im FL-1 
Kanal. Des Weiteren konnte ebenfalls auf der phänotypisch ähnlichen Zelllinie SH-2 
(AML M2) keine spezifische Bindung beobachtet werden. 
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Abb. 4–16. Kreuzreaktivität selektionierter scFv-Klone zu AML-abgeleiteten Zelllinien: Die Vista Green-
markierten G9(scFv)-SNAP und D4(scFv)-SNAP zeigen nach Inkubation mit GF-D8 Zellen (graue Balken) 
eine verschobene Zellpopulation im FL-1. Die Bindung der scFv G9 war dabei statistisch hoch signifikant 
(**). Das Fluoreszenzprofil der KG-1 Zellen (schwarze Balken) liegt nach scFv-Inkubation auf dem Niveau 
der Negativkontrollen (NC). Als NC wurde die unspezifische 425(scFv)-SNAP mit den Zellen inkubiert. 
 
Kreuzreaktivität zu ATRA induzierten Kasumi-1 Zellen:  
Wie in Kapitel 3.1.3 beschrieben, sollte der Einfluss von ATRA auf die 
Oberflächenexpression der Kasumi-1 Zellen untersucht werden. Betrachtet werden sollte 
dabei nur die Bindeaktivität der selektionierten scFv-Fragmente und somit das 
Expressionsprofil der gebundenen Antigene. Die scFv-SNAP Proteine wurden auf 
Kasumi-1 MF getestet, die mit der maximal tolerierten Konzentration von 10
-6
 M ATRA 
über sieben Tage inkubiert wurden. Der Vergleich der ATRA inkubierten Kasumi-1 Zellen 
mit unbehandelten Zellen im Membran-ELISA ergab keinen signifikanten Unterschied in 
der gemessenen Absorption (Daten nicht gezeigt).  
Kreuzreaktivität zu Zelllinien anderer Karzinomtypen: 
Des Weiteren wurden die zur Verfügung gestellten Pankreaskarzinomzellen (FG und 
L3.6pl), Prostatakarzinomzellen (LNCap) und die Zelllinie HEK 293T auf eine spezifische 
Bindeaktivität untersucht. Wie erwartet, zeigte keiner der selektionierten scFv-Antikörper 
eine Kreuzreaktivität zu diesen Zelltypen. Des Weiteren wurden die selektionierten scFv-
Fragmente auf ihre kreuzreaktive Bindung zu drei Zelllinien des Multiplen Myelom 
(AMO-1, RPMI-8226 und U-266) getestet, eine bösartige Erkrankung, bei der die 
entarteten Antikörper-produzierenden Plasmazellen vermehrt vorliegen. Die 
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durchflusszytometrische Analyse des G9(scFv)-SNAP zeigte eine signifikante Anzahl 
gebundener Zellen der Zelllinie AMO-1 (44,9 ± 17,9 %), RPMI-8226 (50,7 ± 6,4 %) und 
U-266 (54,4 ± 7,1 %). Des Weiteren konnte jeweils eine positive Bindung der 
D4(scFv)-SNAP mit AMO-1 (43,8 ± 16,3 %) und RPMI-8226 (34,6 ± 29,2 %) gemessen 
werden (Abb. 4–17).  
 
 
Abb. 4–17. Kreuzreaktivität der scFv-SNAP Proteine zu Zelllinien des Multiplen Myelom: Die 
D4(scFv)-SNAP zeigte höchst signifikante Bindung (***) nach durchflusszytometrischer Analyse im FL-1 
Kanal zu den Zelllinien AMO-1 (hellgrau) und RPMI-8226 (dunkelgrau), die G9(scFv)-SNAP zusätzlich zu 
der Zelllinie U-266 (schwarz). Als Hintergrundwert diente die Anzahl verschobener Zellen nach Inkubation 
mit der unspezifischen 425(scFv)-SNAP (NC, weiß). 
 
4.2.3.7 Charakterisierung der funktionalen Bindeaffinität 
Als Maß für die funktionale Bindeaffinität wurden die Dissoziationskonstanten (KD) der 
selektionierten scFv-Antikörper basierend auf der in Kapitel 3.5.3 beschriebenen 
durchflusszytometrischen Analyse bestimmt.
8
 Da die Selektionsstrategie auf ganzen Zellen 
durchgeführt wurde, waren die gebundenen Epitope nicht bekannt. Es wurde daher die 
funktionale Affinität der Binder zu der viablen Zelle bestimmt.  
Die eukaryotisch produzierten scFv-SNAP Proteine wurden nach ihrer Reinigung aus dem 
Zellkulturüberstand in steigender Konzentration mit der Selektionszelllinie Kasumi-1 
inkubiert bis eine Sättigung erreicht war. Die Hintergrundfluoreszenz wurde durch Zugabe 
der unspezifischen 425(scFv)-SNAP bestimmt und von der gemessenen 
Fluoreszenzintensität abgezogen. Die KD wurde nach Auftragen der scFv-Konzentration 
gegen die korrigierte mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) und nicht-linearer Regression 
unter Verwendung des Levenberg-Marquardt-Algorithmus bestimmt. Der Ansatz wurde 
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für jedes scFv-Fusionsprotein mindestens zweimal in individuellen Experimenten 
durchgeführt. Die funktionalen Affinitäten der gemessenen scFv-Antikörper lagen 
zwischen 19,9 ± 2,5 nM und 404,4 ± 183,0 nM. Die einzelnen KD-Werte für jede scFv sind 
in Tab. 4-4 aufgelistet. 
Tab. 4-4. Dissoziationskonstante KD der selektionierten scFv-SNAP Fusionsproteine. 
scFv-SNAP-tag Protein Dissoziationskonstante KD
 
[nM] 
B3 25,2 ± 1,2 
C10 179,7 ± 0,1 
D5 54,1 ± 8,3 
G9 62,9 ± 6,8 
C3 63,9 ± 8,6 
D2 159,4 ± 87,5 
D3 404,4 ± 183,0 
D4 19,9 ± 2,5 
E5 155,8 ± 57,3 
 
Die ermittelten Affinitäten spiegeln zum größten Teil die bereits beobachtete Stärke der 
Bindeaktivitäten im Membran-ELISA wider. Dort wurden die scFv-Antikörper B3, C10, 
D5, G9 und D4 bereits als starke Binder charakterisiert, während die Binder C3, D2, D3 
und E5 mit moderater Bindestärke beschrieben wurden. Die dortige Bewertung der 
Bindestärke erfolgte ohne Berücksichtigung des Expressionsmusters der gebundenen 
Antigene. In diesem Experiment ergab sich jedoch eine hohe Affinität des Binders C3, 
während C10 zu den niedrigeren Affinitäten zählt. Hierauf sowie auf die hohen 
Standardabweichungen für die scFv D2, D3 und E5 soll in Kapitel 5.6.1 eingegangen 
werden.  
4.2.3.8 Analyse der Lagerstabilität  
Um die Stabilität der gereinigten und fluorophormarkierten scFv-SNAP Proteine zu 
bestimmen, wurden diese in Elutionspuffer bei 4 °C vor Licht geschützt gelagert. Dabei 
wurde neben der kolorimetrischen Bestimmung der Proteinmenge über SDS-PAGE und 
Coomassie-Färbung auch ihre funktionale Bindeaktivität im Durchflusszytometer ermittelt. 
Nach einer Lagerzeit von sieben Tagen lag die funktionale Bindeaktivität der untersuchten 
scFv-SNAP Proteine im Mittel bei 91,7 ± 10,9 %. Nach der maximalen 
Beobachtungsdauer von 28 Tagen sank sie auf 60 ± 18,8 %.  
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4.2.3.9 Analyse der Bindeaktivität zu primärem AML-Geweben 
Die spezifische Bindeaktivität der selektionierten und SNAP-funktionalisierten scFv-
Fragmente wurden mehrfach auf der AML M2-abgeleiteten Zelllinie Kasumi-1 bestätigt. 
Die Analyse ihrer funktionalen Bindeaktivität zu primärem AML Patientenmaterial sollte 
ihre Einsetzbarkeit in der pathologischen Diagnostik untersuchen. Dafür wurden die 
jeweiligen scFv-SNAP Fusionsprotein enthaltenden Zellkulturüberstände transfizierter 
HEK 293T Zellen auf Beckenkammbiopsien zweier AML-Patienten getestet. Das 
Formalin-fixierte und Paraffin-eingebettete Gewebe wurde vor der Analyse entparaffiniert. 
Es konnte ein eindeutig positives Bindesignal auf beiden Proben für die scFv-SNAP Klone 
G9, D3, D4 und E5 beobachtet werden (Abb. 4–18). Die scFv C3 zeigte dagegen auch 
nach mehrfacher Überprüfung auf Geweben unterschiedlicher Patienten kein positives 
Bindesignal. 
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Abb. 4–18. Immunhistochemische Färbung von Beckenkammbiopsien AML-diagnostizierter Patienten: Die 
scFv-SNAP-tag Fusionsprotein enthaltenden Zellkulturüberstände von transfizierten HEK 293T Zellen 
wurden auf entparaffinierten FFPE Gewebeschnitten auf ihre Bindeaktivität untersucht. Die spezifische 
Bindung wurde mit Hilfe der DAB Färbung (braun) visualisiert, während die Zellkerne mit Hämatoxylin 
gegengefärbt (blau) wurden. Beispiele positiver Färbung sind mit schwarzen Pfeilen markiert. 
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4.2.3.10 Analyse des Internalisierungsverhaltens 
Für die Anwendung der selektionierten scFv-Antikörper als Immuntoxine in der 
zielgerichteten Therapie ist deren Aufnahme in das Zytosol entscheidend. Daher wurden 
das Internalisierungsverhalten der Antikörperfragmente mittels Durchflusszytometrie und 
konfokaler Fluoreszenzmikroskopie untersucht. 
4.2.3.10.1 Durchflusszytometrie-basierter Internalisierungsversuch 
Die fluorophormarkierten scFv-SNAP-647 Fusionsproteine wurden mit der 
Selektionszelllinie Kasumi-1 inkubiert. Dabei erlaubte eine Inkubationstemperatur von 
37 °C die Internalisierung der gebundenen scFv-Antikörper, während bei der Inkubation 
bei 4 °C keine Internalisierung erfolgte. Die Oberflächen-gebundenen scFv-Antikörper 
beider Ansätze wurden anschließend durch Behandlung mit Trypsin von der Zelloberfläche 
eluiert, und das Fluoreszenzprofil der Kasumi-1 Zellen im FL-4 Kanal des 
Durchflusszytometers gemessen. Im Folgenden werden beispielhaft die generierten Daten 
nach Untersuchung des C3(scFv)-SNAP Proteins im Detail betrachtet. Nach 60-minütiger 
Inkubation mit dem C3(scFv)-SNAP Protein zeigten, wie erwartet, beide Ansätze vor der 
Trypsinbehandlung eine deutliche Verlagerung der Zellpopulation im FL-4 (Abb. 4–19). 
Dabei zeigten 65,2 ± 4,6 % der Kasumi-1 Zellen ein verschobenes Fluoreszenzprofil. 
Jedoch konnte nur nach einer Inkubation bei 37 °C auch nach der Elution der Oberflächen-
gebundenen scFv-Antikörper mit Trypsin eine Verschiebung von 42,9 ± 3,3 % der 
Kasumi-1 Zellen beobachtet werden. Diese Beobachtung lässt auf eine Internalisierung der 
scFv-Antikörper bei 37 °C schließen, die bei 4 °C verhindert wurde. Die 
Oberflächenbindung des scFv-SNAP Proteins an der Kasumi-1 Zelle konnte vor der 
Trypsinelution mittels Alexa Fluor 488-markiertem Antikörper detektiert werden. Dabei 
zeigten 86,9 ± 7,0 % der Kasumi-1 Zellen eine Verschiebung im FL-1. Nach der Elution 
mit Trypsin konnten keine scFv-SNAP Antikörper auf der Zelloberfläche detektiert 
werden. Wie bereits antizipiert, ist damit gezeigt, dass die Trypsinbehandlung zur 
vollständigen Elution der Oberflächen-gebundenen scFv-Antikörper geführt hat und ein 
gemessenes Fluoreszenzsignal nur vom Zellinneren kommen kann. 
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Abb. 4–19. Histogramme der Kasumi-1 Population nach Inkubation mit C3(scFv)-SNAP-647 bei 37 °C: Die 
verschobene Kasumi-1 Population wird im FL-4 detektiert (links). a. Grundpopulation (schwarze Linie), 
b. nach einstündiger Inkubation mit der C3(scFv)-SNAP-647 (graue Kurve), c. Kasumi-1 Population nach 
C3(scFv)-SNAP-647 Inkubation und anschließender Trypsinelution (hellgraue Linie). Die Detektion der 
oberflächenständigen C3(scFv)-SNAP Proteine (rechts) zeigte vor (hellgraue Linie), jedoch nicht nach der 
Trypsinelution (schwarze Linie) eine verschobene Zellpopulation im FL-1. 
 
Das Internalisierungsverhalten aller scFv-SNAP-647 Klone wurde gemäß diesem 
Versuchsaufbau im Durchflusszytometer untersucht. Das im FL-4 gemessene 
Fluoreszenzsignal nach 4 °C Inkubation und anschließender Trypsinelution fast aller Klone 
war mit der Hintergrundfluoreszenz der unspezifischen 425(scFv)-SNAP vergleichbar. Es 
kann somit geschlussfolgert werden, dass bei 4 °C keine Internalisierung stattfand. Bei der 
37 °C Inkubation hingegen zeigten die scFv-SNAP Fusionsproteine G9, C3, D2 und D3 
auch nach der Elution eine deutliche Verschiebung der Zellpopulation im 
Fluoreszenzkanal, wodurch auf eine Internalisierung dieser Klone geschlossen werden 
kann. Setzt man dieses Signal in Relation zu dem Fluoreszenzprofil der nicht 
internalisierten 4 °C Probe vor (100 %) und nach Trypsinierung (0 %), so sind nach 
60-minütiger Inkubation bei 37 °C 68,7 ± 3,5 % der scFv G9, 66,2 ± 9,9 % der scFv C3, 
65,5 ± 20,4 % der scFv D2 und 11,8 ± 6,3 % der scFv D3-Antikörperfragmente 
internalisiert (Abb. 4–20).  
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Abb. 4–20. Durchflusszytometrische Analyse des relativen Internalisierungsverhaltens: Die gemessenen 
Fluoreszenzsignale der scFv-SNAP Fusionsproteine nach 37 °C Inkubation und Elution der 
oberflächenbindenden Proteine mit Trypsin wurde zum Fluoreszenzprofil der nicht internalisierten Probe bei 
4 °C vor (100 %) und nach der Elution (0 %) in Relation gesetzt. Dargestellt ist der mittlere Anteil 
internalisierter scFv und ihre Standardabweichung (Balken) sowie deren statistische Signifikanz (**, ***).  
 
Die Klone C10 und D5 zeigten ein signifikantes Bindungsverhalten vor der Elution, 
welches nach der Elution auf das Niveau der 4 °C Inkubation sank. Eine Internalisierung 
dieser beiden Klone kann daher ausgeschlossen werden. Die gemessenen Signale der 
scFv-SNAP Proteine B3 und E5 waren in unabhängigen Experimenten sehr gering. Es 
kann daher keine konkrete Aussage über das Internalisierungsverhalten gemacht werden. 
Der Klon D4 stellt einen Sonderfall dar, da er auch nach Trypsinbehandlung eine deutliche 
Verschiebung der Zellpopulation zeigte. Der Nachweis residualer D4(scFv)-Proteine 
wurde über die spezifische Detektion des SNAP-tag bestätigt (Daten nicht gezeigt). Es 
kann daher auf eine ineffiziente Elution geschlussfolgert werden, wodurch die Bewertung 
des Internalisierungsverhaltens nicht möglich war. Für die weitere Charakterisierung der 
Internalisierung wurden die Zellen im Konfokalmikroskop betrachtet. Die Abb. 4–21 
veranschaulicht die Ergebnisse aller Kasumi-1-spezifischen scFv-SNAP Proteine im 
Balkendiagramm. 
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Abb. 4–21. Durchflusszytometrische Analyse des Internalisierungsverhaltens der scFv-SNAP 
Fusionsproteine: Die Alexa Fluor 647-markierten scFv-Proteine wurden bei 37 °C inkubiert und ihre 
Fluoreszenzprofile vor (grau) und nach der Elution oberflächenbindender scFv mit Trypsin (schwarz) im 
Fluoreszenzkanal FL-4 gemessen. Die Inkubation bei 4 °C (weiß) sollte eine Internalisierung verhindern und 
wurde als Kontrolle durchgeführt. Dargestellt ist die mittlere Anzahl der verschobenen Zelle im FL-4 und 
deren Standardabweichung (Balken). 
 
4.2.3.10.2 Konfokalmikroskopischer Internalisierungsversuch 
Nachdem in der Durchflusszytometrie bereits gezeigt wurde, dass die scFv-SNAP Klone 
G9, C3, D2 und D3 unter physiologischen Bedingungen in das Zellinnere internalisieren, 
sollte der Internalisierungsprozess in der Konfokalmikroskopie bestätigt werden. Dafür 
wurde die Selektionszelllinie beispielhaft mit der internalisierenden C3(scFv)-SNAP wie 
im durchflusszytometrisch-basierten Internalisierungsversuch inkubiert und die 
oberflächenbindenden scFv-Moleküle mit Trypsin eluiert. Die licht- und die 
fluoreszenzmikroskopische Aufnahme wurden zur Lokalisation der Signale überlagert 
(„merge“). Eine Gegenfärbung mit 4′,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) wurde auf Grund 
des Emissionsspektrums der Alexa Fluor 647-markierten scFv-Proteine nicht 
vorgenommen. Die erkennbare Morphologie der Zelllinie erlaubte dennoch in der 
Vergrößerung eine Unterscheidung von Zellkern (Abb. 4–22B, weißer Pfeil) und Zytosol. 
Nach einstündiger Inkubation bei 37 °C konnten eindeutig internalisierte Signale gemessen 
werden. Auf Grund der Elution Oberflächen-gebundener scFv-Antikörper konnte bereits 
bei geringer Vergrößerung ein membranständiges Signal ausgeschlossen werden (Abb. 4–
22A). Die Erhöhung der Vergrößerung erlaubte zusätzlich die Lokalisation im Zytosol 
(Abb. 4–22B). Die Messung der Kontrolle nach Inkubation bei 4 °C zeigte kein 
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Fluoreszenzsignal (Abb. 4–22C). Die Negativkontrollen mit der unspezifisch bindenden 
425(scFv)-SNAP-647 zeigten kein spezifisches Signal (Abb. 4–22D). 
 
Abb. 4–22. Konfokalmikroskopische Aufnahme der Kasumi-1 Zellen nach Inkubation mit C3(scFv)-SNAP 
Fusionsprotein: Die Zellen wurden bei 37 °C (A, B) mit der C3(scFv)-SNAP-647 inkubiert und Oberflächen-
gebundene Proteine anschließend eluiert. Die licht- (linke Spalte) und fluoreszenzmikroskopische (mittlere 
Spalte) wurden zur Lokalisation des roten Fluoreszenzsignals überlagert (rechte Spalte, „merge“). Die 
Kontrollinkubation bei 4 °C (C) sowie die Inkubation mit der unspezifischen 425(scFv)-SNAP (D) zeigten 
nach der Trypsinierung kein Fluoreszenzsignal. Der weiße Pfeil zeigt auf den Zellkern. 
 
Um den zeitlichen Verlauf der Internalisierung aller vier genannten scFv-SNAP 
Konstrukte charakterisieren zu können, wurden diese im Opera „live cell imager“ System 
beobachtet. Die Alexa Fluor 647-markierten Proteine wurden dafür für eine Stunde mit der 
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Selektionszelllinie Kasumi-1 bei 4 °C inkubiert. Nach Entfernen der überschüssigen 
Antikörperfragmente, wurden die Zellen im Opera System unter physiologischen 
Bedingungen inkubiert und das Fluoreszenzsignal der scFv-Fragmente aufgenommen. Für 
die scFv-SNAP-647 Proteine C3, D2 und D3 konnte ein eindeutiges Signal gemessen 
werden. Vor dem Erhöhen der Inkubationstemperatur auf 37 °C (Zeitpunkt 0 min) handelte 
es sich um ein koronaförmiges Signal (Abb. 4–23A). Bereits nach 15-minütiger Inkubation 
unter physiologischen Bedingungen zeigten sich vesikuläre Strukturen im Zytosol, die 
auch zu späteren Aufnahmezeitpunkten sichtbar blieben (Abb. 4–23B). Auf Grund der 
abklingenden Signalintensität nach mehrfacher Anregung der Fluorophore („bleaching“) 
wurde die Beurteilung der Fluoreszenz auf zwei Stunden begrenzt. Eine Veränderung des 
Fluoreszenzmusters konnte in diesem Zeitraum nicht beobachtet werden. Das Signal der 
scFv G9 erlaubte auf Grund eines geringen Signal-Rausch-Verhältnisses keine Beurteilung 
des Internalisierungsverhaltens. Ein Signal des unspezifischen 425(scFv)-SNAP Proteins 
konnte wie erwartet nicht beobachtet werden. 
 
 
Abb. 4–23. Konfokalmikroskopische Aufnahme der internalisierenden scFv-Fragmente: A. Nach Inkubation 
mit Kasumi-1 Zellen zeigten die scFv-Konstrukte C3, D2 und D3 eine koronaförmige Oberflächenbindung 
(rotes Signal). B. Nach 15-minütiger Inkubation bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchte bildeten sich 
zusätzlich vesikuläre Signale im Zytosol (weiße Pfeile). Ein Signal nach Inkubation mit der unspezifischen 
425(scFv)-SNAP wurde zu beiden Zeitpunkten nicht beobachtet (linke Spalte). 
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4.2.4 Die Kasumi-1-spezifischen scFv-Fragmente als 
Immuntherapeutika 
Für den therapeutischen Einsatz der selektionierten scFv-Antikörperfragmente als 
Immuntoxine, sollten diese an die Effektordomäne der ETA-Deletionsmutante ETA` 
fusioniert werden. Die Deletion der ETA Bindedomäne und die Fusion an spezifische 
bindende Antikörperfragmente erlaubt das zielgerichtete Heranbringen der 
Effektormoleküle zur Zielzelle. Durch die Internalisierung des scFv-Konstrukts wird ETA` 
ins Zytosol transportiert, wo es die Proteinbiosynthese inhibiert und somit die Apoptose 
induziert. Für die Produktion von rekombinanten Immuntoxinen wurden die scFv-
Fragmente in den pET27b-abgeleiteten Expressionsvektor pMT-ETA` Vektor kloniert. Die 
Produktion der Proteine wurde dabei durch den T7 Promotor kontrolliert und konnte durch 
IPTG Zugabe induziert werden. In durchflusszytometrisch-basierten 
Internalisierungsversuchen wurde beobachtet, dass nur die scFv G9, C3, D2 und D3 
internalisierendes Verhalten zeigten. Trotzdem wurden auch als nicht internalisierend 
klassifizierte Klone als ETA`-Fusion kloniert, um zum einen die durchflusszytometrischen 
Daten zu bestätigten und zum anderen einen Kontrollwert der unbeeinflussten Proliferation 
zu erhalten. 
4.2.4.1 Expression und Reinigung der scFv-ETA` Immuntoxine 
Die AML-spezifischen Antikörperfragmente wurden gerichtet über die SfiI/NotI-
kompatiblen Schnittstellen in den pMT-ETA` Vektor kloniert (Abb. 4–24A). Die korrekte 
Sequenz konnte in der Sequenzanalyse für acht der neun Binder bestätigt werden. Der 
Klone E5 wurde nach einem weiteren erfolglosen Klonierungsversuch nicht weiter für die 
Konstruktion der Immuntoxine verwendet. Da er im durchflusszytometrisch-basierten 
Internalisierungsversuch kein Internalisierungsverhalten gezeigt hat, ist nicht zu erwarten, 
dass er als Immuntoxin proliferationshemmende oder apoptoseinduzierende Wirkung 
zeigen würde. Die scFv-ETA` Immuntoxine wurden in E. coli Rosetta 2(DE3) Bakterien 
durch IPTG Induktion produziert. In einem Vorversuch konnte durch die parallele 
Durchführung der Expression unter osmotischen und hypothermischen Stressbedingungen 
(Kapitel 3.3.2) und einer konventionellen IPTG Induktion (Kapitel 3.3.1) die produzierte 
Proteinmenge beider Ansätze direkt verglichen werden. Nach Einhalten der gleichen 
Detektionsbedingungen konnte im Western Blot gezeigt werden, dass die absolute 
Proteinmenge nach Stressexpression um etwa das Fünffache höher ist als bei der 
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konventionellen Expression (Abb. 4–24B). Für die folgenden Produktionen der 
Immuntoxine wurde daher stets die Stressexpression verwendet. 
Das Feuchtgewicht der Zellpellets nach Kultivierung im 350 ml Ansatz lag zwischen 3,7 g 
und 11,0 g. Die Gewinnung der Proteine erfolgte nach Suspendieren der Pellets in Lyse 
Puffer und anschließender Ultraschallbehandlung über eine IMAC Reinigung im „batch“-
Verfahren (Kapitel 3.3.4.2) mit equilibrierter Ni-NTA-Sepharose. Anschließend wurden 
die Elutionfraktionen sowie die Durchfluss- und die Waschfraktionen in der SDS-PAGE 
und im Western Blot analysiert. Durch den spezifischen Nachweis der Immuntoxine 
(70 kDa) im Western Blot über den polyHistidin-tag konnte gezeigt werden, dass die 
Reinigung effizient war (Abb. 4–24C). Die Elutionfraktion war jedoch mit kleineren 
Fragmenten (30 kDa, 25 kDa und 10 kDa) verunreinigt. Die eluierten Proteine wurden 
anschließenden in der Größenausschlusschromatographie nach ihrem Molekulargewicht 
getrennt und über Zentrifugalkonzentratoren (VivaSpin) mit einer Ausschlussgröße von 
10-30 kDa konzentriert. Dadurch konnte der Reinheitsgrad der Immuntoxinproben auf 
mindestens 75 % gesteigert werden, im besten Fall auf > 90 % (Abb. 4–24D).  
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Abb. 4–24. Beispielhafte Analyse des C3(scFv)-ETA` Fusionsproteins nach Expression, Reinigung und 
Größenausschlusschromatographie: A. Die schematische Darstellung der pMT-ETA` Expressionskassette 
veranschaulicht die T7-Promotor (T7 pro) und Terminator (T7 term)-abhängige Expression des 
Immuntoxins. Es besteht aus der schweren (VH) und leichten (VL) Kette der selektionierten scFv und der 
Deletionsmutante des Pseudomonas Exotoxin A (ETA`). Das Immuntoxin wird durch die vorgeschaltete 
pelB Signalsequenz (pelB) zum Periplasma geleitet und kann über einen zehnfachen Histidin-tag (His10-tag) 
gereinigt und detektiert werden. Das „ochre” Stopcodon (TAA) terminiert die Translation C-terminal direkt 
hinter dem ETA`. B. Western Blot nach konventioneller scFv-ETA` Expression. Aufgetragen sind der 
Größenstandard (MR) und der von Zelltrümmern befreite periplasmatische Aufschluss (1). Die 
C3(scFv)-ETA` Proteine wurden spezifisch über den sechsfachen His-tag und Entwicklung mit DAB 
detektiert (schwarzer Pfeil). C. Western Blot nach scFv-ETA` Stressexpression und IMAC Reinigung. Neben 
dem MR sind der periplasmatische Aufschluss (1), die Durchflussfraktion (2), die Waschfraktionen (3-5) und 
die Elutionfraktionen (6-13) aufgetragen. D. SDS-PAGE und Coomassie-Färbung des scFv-ETA` Proteins 
nach Größenausschlusschromatographie. Neben dem MR ist das reine und konzentrierte scFv-ETA` Protein 
aufgetragen (1). 
 
4.2.4.2 Analyse der Bindeaktivität der scFv-ETA` Immuntoxine 
Die Bindeaktivität der produzierten und gereinigten Immuntoxine wurde in der 
Durchflusszytometrie überprüft. Dazu wurde sie mit der Targetzelle Kasumi-1 sowie der 
Depletionszelle PBMC auf Eis inkubiert und eine Bindung über die Detektion der ETA`-
Domäne mit Hilfe des TC-1 Antikörpers gemessen. Alle untersuchten scFv-ETA`-
Konstrukte zeigten eine deutliche Verschiebung der Kasumi-1 Population im FL-1 Kanal. 
Dabei waren die mittleren Fluoreszenzsignale der Immuntoxine C10(scFv)-ETA`, 
G9(scFv)-ETA`, D2(scFv)-ETA` und D3(scFv)-ETA` signifikant und die der Immuntoxine 
C3(scFv)-ETA`, D4(scFv)-ETA` und B3(scFv)-ETA` hoch signifikant höher als die der 
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Negativkontrollen (Daten nicht gezeigt). Wie beispielhaft für C3(scFv)-ETA` gezeigt, 
konnte nach Zugabe steigender Proteinmengen eine konzentrationsabhängige 
Verschiebung der Zellpopulation im FL-1 Kanal beobachtet werden (Abb. 4–25B). Die 
Immuntoxin-Inkubation und durchflusszytometrische Analyse gesunder PBMC zeigte, 
dass die Bindeaktivität der rekombinanten Proteine auf ihre Targetzelle Kasumi-1 begrenzt 
war (Abb. 4–25A). Für die Evaluation ihrer toxischen Wirkung, wurden die Immuntoxine 
anschließend im Proliferations- und Apoptose-Test eingesetzt. 
 
 
Abb. 4–25. Analyse der Bindeaktivität des C3(scFv)–ETA` Fusionsproteins: A. Nach Inkubation von 1 µg 
C3(scFv)-ETA` Protein mit Kasumi-1 (oben, grau) und peripheren mononukleären Blutzellen (PBMC, unten, 
grau) wurden spezifische Binder mit Hilfe des TC-1 Antikörpers in Kombination mit dem FITC-markierten 
anti-Maus Antikörper im Fluoreszenzkanal FL-1 detektiert. Als Negativkontrolle (schwarze Linie) diente die 
unspezifische 425(scFv)-ETA`. B. Die C3(scFv)-ETA` Fusionsproteine wurden in steigender Konzentration 
mit der Kasumi-1 Zelle (grau) und PBMC (weiß) inkubiert und ihre mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) im 
Durchflusszytometer gemessen. Als Negativkontrolle (NC) diente die unspezifische 425(scFv)-ETA`.  
 
4.2.4.3 Charakterisierung der zelltoxischen Eigenschaften 
Nach Bestätigung der spezifischen Bindeaktivität wurde die proliferationshemmende 
Eigenschaft des rekombinanten Immuntoxins untersucht. Voraussetzung dafür ist die 
Internalisierung der scFv-Konstrukte in das Zytosol, wo ETA` durch kovalente Bindung an 
den Elongationsfaktor-2 (EF-2) die Translation der Polypeptidkette und somit die 
Proteinbiosynthese der Zelle irreversible hemmt. Die Zellviabilität wurde kolorimetrisch 
über die Stoffwechselaktivität der Kasumi-1 Zellen bestimmt und mit der unbehandelter 
Zellen (Viabilität 100 %) sowie mit der nach Inkubation mit nicht internalisierender 
scFv-ETA` Konstrukte verglichen. Als Referenzwert für die 0 % Viabilitätskontrolle 
wurden die Zellen mit zehn Volumenprozent DMSO behandelt. Die Sensitivität der 
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Kasumi-1 Zellen gegenüber den Immuntoxinen wurde mit Hilfe der nicht-linearen 
Regression statistisch ermittelt. Die C3(scFv)-ETA` zeigte auf der Targetzelllinie 
Kasumi-1 einen zellspezifischen toxischen Effekt. Dabei waren 50 % der Zellen nach einer 
Inkubation mit 18 ng/µl nicht mehr wachstumsfähig, was einer mittleren inhibitorischen 
Konzentration (IC50) von 265 ± 0,2 nM entspricht. Wie in Abb. 4–26 gezeigt, konnte der 
maximale Wirkeffekt (Zellviabilität = 0 %) mit der eingesetzten Höchstmenge von 
30 ng/µl nicht erreicht werden. Die getesteten scFv-ETA` Konstrukte B3(scFv)-ETA`, 
C10(scFv)-ETA`, G9(scFv)-ETA` und D4(scFv)-ETA` sowie die Zugabe von 
zehn Volumenprozent PBS zeigten keine Auswirkung auf die Zellviabilität im 
angewandten Konzentrationsbereich. Dabei unterscheiden sich die IC50 Werte zur 
zelltoxischen C3(scFv)-ETA` höchst signifikant (p < 0,0001). Die Viabilität der 
Kontrollzelllinie HEK 293T blieb unbeeinflusst. 
 
 
Abb. 4–26. Analyse der proliferationshemmenden Wirkung von C3(scFv)-ETA` (▀) und G9(scFv)-ETA` (°): 
Die Targetzelllinie Kasumi-1 wurde mit einer seriellen Verdünnung der scFv-ETA` Fusionsproteine für 72 h 
inkubiert und ihre Stoffwechselaktivität über die enzymatische Metabolisierung des gelben Tetrazoliumsalzes 
(XTT) zum orangefarbenen Formazan-Farbstoff kolorimetrischen analysiert. Angegeben sind die Mittelwerte 
zweier unabhängiger Experimente und deren Standardabweichung (Balken). 
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4.2.4.4 Untersuchung des apoptoseinduzierenden Potenzials 
Nach Bestätigung der Proliferationshemmung wurde im Folgenden die Induktion der 
Apoptose mit zwei unabhängigen Detektionsmethoden überprüft: 
Messung der Caspase-3/7 Aktivität: 
Nach Inkubation der Targetzelllinie Kasumi-1 mit dem Immuntoxin C3(scFv)-ETA` für 
12, 48, 72 und 96 h wurde die proteolytische Aktivität der Caspasen-3 und -7 
fluoreszenzspektroskopisch gemessen (Kapitel 3.7.2.2). Nach 96 h Inkubation waren 
33,0 ± 1,4 % der Kasumi-1 aber nur 0,6 ± 0,1 % der Negativkontrollzelllinie KG-1 
apoptotisch (Abb. 4–27). Dabei unterscheiden sich die Werte mit p < 0,0001 statistisch 
höchst signifikant. Der prozentuale Anteil an apoptotischen Zellen lag bei 15,9 ± 0,6 % 
nach 72 h und bei 4,2 ± 2,1 % nach 48 h. Nach einer Inkubationszeit von 24 h konnte kein 
signifikanter Unterschied zu nicht inkubierten Kasumi-1 Zellen beobachtet werden. Die 
Inkubation der Kasumi-1 Zellen mit dem unspezifischen Immuntoxin 425(scFv)-ETA` 
sowie mit PBS hatte keine Auswirkung auf die Caspaseaktivität.  
 
 
Abb. 4–27. Untersuchung des apoptoseinduzierenden Potenzials: Das C3(scFv)-ETA` Fusionsprotein wurde 
für 24, 48, 72 und 96 h mit der Targetzelllinie Kasumi-1 (grau) und der Kontrollzelllinie KG-1 (weiß) 
inkubiert. Die Zellen wurden lysiert und die Caspaseaktivität durch Zugabe eines profluoreszenten Substrates 
gemessen. Angegeben sind die Mittelwerte eines Dreifachansatzes und ihre Streuung (Balken) sowie ihre 
Signifikanz (***). 
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Detektion extrazellulären Phosphatidylserins mittels Annexin V: 
Phosphatidylserin wird in der frühen Phase der Apoptose zur Außenseite der 
Plasmamembran der Zelle transloziert. Die Zellen dieser frühen Phase wurden durch 
Färbung mit rekombinantem Annexin V-GFP gefärbt und im Durchflusszytometer 
detektiert und quantifiziert. Spät-apoptotische oder nekrotische Zellen wurden durch die 
zusätzliche Färbung der DNA mit PI von früh-apoptotischen Zellen unterschieden 
(Kapitel 3.7.2.1). 
Die durchflusszytometrische Analyse der Proben ergab einen relativen Anteil 
frühapoptotischer Kasumi-1 Zellen von 32,2 % nach 24 h und 32,8 % nach 48 h (Abb. 4–
28). Damit ist der Anteil apoptotische Zellen um 14 % und 18 % höher als in der PBS 
Kontrolle und mit p < 0,01 statistisch signifikant höher. Das Immuntoxin hatte keinen 
Einfluss auf die Negativzelllinie KG-1. Der Anteil der apoptotischen Zellen unterscheidet 
sich mit dem der Targetzelllinie hoch signifikant (p = 0,0049). 
 
 
Abb. 4–28. Untersuchung des apoptoseinduzierenden Potenzials mittels Annexin V-Färbung: Der Anteil 
apoptotischer Kasumi-1 Zellen wurde nach Inkubation mit PBS (A), dem unspezifischen 425(scFv)-ETA` 
Protein (B) und dem spezifischen C3(scFv)-ETA` Fusionsprotein (C)  in der Durchflusszytometrie gemessen. 
Die Auswertung erfolgte mit Hilfe eines Punktwolkendiagramms. Dabei sind die Zellen im rechten unteren 
Quadranten früh-apoptotisch und im rechten oberen Quadranten spät-apoptotisch oder nekrotisch.  
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4.3 Die Selektion spezifischer Binder gegen canine 
dendritische Zellen 
Die Generierung und Charakterisierung spezifischer scFv-Antikörper gegen canine 
dendritische Zellen (cDZ) erfolgte gegen ausgereifte cDZ eines Individuums. Die 
anschließende Beurteilung der Anreicherung cDZ-spezifischer Phagen im polyklonalen 
ELISA (Kapitel 4.3.2) sowie die Auswahl bindender Klone im monoklonalen Phagen-
ELISA (Kapitel 4.3.3.1) erfolgte auf Membranfragmenten (MF) unterschiedlicher 
cDZ-Populationen. 
4.3.1 Gewinnung caniner dendritischer Zellen 
Canine dendritische Zellen wurden aus CD34+ hämatopoetischen Stammzellen gewonnen. 
Die Ausbeute lag bei 104,5 % in Relation zu der Anzahl ausgesäter hämatopoetischer 
Stammzellen. Die Zellpopulation wurde nach durchschnittlich 12,5 Tagen geerntet und in 
der Durchflusszytometrie analysiert. Die DZ-Population war stets zu 71,7-89,3 % CD34 
negativ, CD11c und MHCII positiv (Abb. 4–29). Die Reinheit der für die Herstellung von 
MF eingesetzten Zellsuspension lag damit im Durchschnitt bei 79,2 %. Lediglich 3,2 % 
wurde als CD34+ ermittelt. Visuell erkennbare Fibroblasten konnten auf Grund ihrer 
Plastikadhärenz von der dendritischen Zellpopulation getrennt werden. 
 
Abb. 4–29. Dokumentation der cDZ-Ausreifung: A. Mikroskopisches Bild der ausgereiften cDZ Population 
nach 11 Tagen ex vivo Kultivierung. Dendritische Ausläufer sind mit schwarzen Pfeilen markiert. 
B. Darstellung der ausgereiften cDZ Population im Histogramm nach der Durchflusszytometrie mit Hilfe der 
charakteristischen Oberflächenmoleküle MHCII im FL-1 Kanal (oben) und CD11c im FL-2 Kanal (unten). 
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4.3.2 Anreicherung cDZ-spezifischer Phagen 
Für die Anreicherung cDZ-spezifischer scFv-Phagen wurden die Tomlinson Bibliotheken 
I + J in drei aufeinanderfolgenden Selektionsrunden auf MF von cDZ verwendet. Zur 
Depletion wurden sie auf PBMC vorinkubiert. Dabei wurde mit fortschreitender 
Selektionsrunde der Selektionsdruck durch Erhöhung der Waschstringenz und die 
gleichzeitige Verringerung der Antigenmenge erhöht (Abb. 4–30).  
 
 
Abb. 4–30. „panning“-Strategie zur Selektion cDZ-spezifischer Binder: In drei aufeinanderfolgenden Runden 
mit vorgeschalteter Depletion wurden die antigenbindenden scFv-Phagen angereichert. Die dritte Selektion 
der Tomlinson Bibliothek J ist dabei unterteilt in eine Selektion hochdiverser Binder (Antigenverdünnung 
1 : 50) und eine Selektion starker Binder (Antigenverdünnung 1 : 1000). 
 
Die Anreicherung cDZ-spezifischer Phagen wurde durch die Kalkulation des 
Anreicherungsfaktors (AF) überwacht. Dafür wurde vor der Selektion der Eingangstiter 
und nach der Selektion der Ausgangstiter berechnet und deren Quotient über drei 
Selektionsrunden ins Verhältnis gesetzt (Kapitel 3.4.5). Im Falle der Tomlinson 
Bibliothek J konnte nach der zweiten Selektionsrunde bereits eine 4fache Anreicherung 
cDZ-spezifischer Binder (AF2/AF1) beobachtet werden. Nach der dritten Selektionsrunde 
auf der Membranfragmentverdünnung von 1 : 50 konnte sogar eine Anreicherung 
(AF3/AF2) um den Faktor 143 beobachtet werden. Nach der Selektion auf der 
Antigenverdünnung von 1 : 1000 konnte eine 12fache Anreicherung von der zweiten auf 
die dritte Runde beobachtet werden (Tab. 4-5). Eine Anreicherung cDZ-spezifischer 
scFv-Phagen aus der Tomlinson Bibliothek I konnte anhand des Anreicherungsfaktors 
nicht gezeigt werden (Daten nicht gezeigt).  
Tomlinson J
cDZ1
cDZ2
cDZ3 1 : 50
Hochdiverse 
scFv-Fragmente
Stark bindende
scFv-Fragmente
Elution
Elution
Depletion 1
Selektion 1
Multivalenter Phage
Elution
Depletion 2
Selektion 2
Monovalenter Phage
Depletion 3
Selektion 3
Monovalenter Phage
cDZ3 1 : 1000
Tomlinson I
cDZ1
cDZ2
Elution
Elution
cDZ3
Elution
Antigen
unverdünnt
1 : 10
1 : 1001 : 10001 : 50
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Tab. 4-5. Anreicherungsfaktor der cDZ antigenbindenden scFv-Phagen aus der Tomlinson Bibliothek J. 
Helferphage Runde Antigen- 
verdünnung 
Eingangs-
titer 
Ausgangs-
titer 
Anreicherungs-
faktor (AF) 
Anreicherung 
(AFx/x-1) 
Multivalent 
M13KO7ΔpIII 
1 unverdünnt 4,3 * 10
11
 4 * 10
4
 9,3 * 10
−8
 
 
Monovalent 
M13KO7 
2 1 : 10 2,1 * 10
12
 7,8 * 10
5
 3,73 * 10
−7
 4fach 
Monovalent 
M13KO7 
3 1 : 50 5,6 * 10
10
 7,5 * 10
5
 1,33 * 10
−5
 143fach 
Monovalent 
M13KO7 
3 1 : 1000 8 * 10
10
 4,5 * 10
4
 1,13 * 10
-6
 12fach 
 
Des Weiteren wurde die Anreicherung von cDZ-spezifischen Antikörpern im polyklonalen 
Phagen-ELISA bestimmt. Das gemessene Absorptionssignal der zweiten Selektionsrunde 
war 5,6fach, das der dritten mindestens 9,3fach höher als das der naiven Tomlinson 
Bibliothek J. Das Spektrometer erlaubt nur eine Messung der Werte bis zu einer 
Absorption von drei. Die Absorptionswerte der Phagensuspension nach der dritten 
Selektionsrunde mit einer Antigenverdünnung von 1 : 1000 (cDZ3 1 : 1000) liegen 
oberhalb von drei und können daher nicht genau bestimmt werden. Der Anstieg der 
Absorption nach der zweiten und dritten Selektionsrunde ist höchst signifikant (p < 0,001). 
Die Bindeaktivität auf PBMC war mit p = 0,012 signifikant niedriger (Abb. 4–31). 
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Abb. 4–31. Polyklonaler Phagen-ELISA nach Selektion der Tomlinson Bibliotheken I + J: Die gefällten 
Phagen jeder Selektionsrunde wurden auf Membranfragmenten caniner dendritischer Zellen (cDZ, grau) und 
der Depletionspopulation peripherer mononukleärer Blutzellen (PBMC, weiß) auf ihre Bindeaktivität 
getestet. A. Nach der Selektion der Tomlinson Bibliothek J konnte ein höchst signifikanter Anstieg (***) der 
Absorption für die zweite und dritte Selektionsrunde beobachtet werden. B. Nach der Selektion der 
Tomlinson Bibliothek I konnte keine Anreicherung cDZ-spezifischer scFv-Phagen dokumentiert werden. 
Dargestellt sind die Mittelwerte dreier unabhängiger Versuche mit Standardabweichung und die 
Negativkontrollen (NC). 
 
4.3.3 Analyse der selektionierten scFv-Phagen  
Nachdem die erfolgreiche Anreicherung cDZ-spezifischer Binder dokumentiert werden 
konnte, wurden anschließend einzelne Klone auf ihre Bindeeigenschaften hin untersucht. 
Dafür wurden sowohl Klone aus der cDZ3 1 : 50 als auch Klone aus der cDZ3 1 : 1000 
Fraktion im monoklonalen Phagen-ELISA analysiert (Kapitel 4.3.3.1 und 4.3.3.2), 
sequenziert und der zielgerichteten Mutagenese (Kapitel 3.4.9) unterworfen. 
4.3.3.1 Identifizierung cDZ-spezifischer Binder  
Zur Identifizierung einzelner positiver Binder wurden nach der dritten Selektionsrunde 
insgesamt 240 einzelne Klone zufällig ausgewählt und ihre spezifische Bindeaktivität zu 
immobilisierten cDZ MF im monoklonalen Phagen-ELISA getestet. Parallel wurden die 
gleichen Klone auf eine unerwünschte Kreuzreaktivität zu humanen und caninen PBMC 
überprüft. Dabei wurden in einem ersten Ansatz mit Hilfe des multivalenten Helferphagen 
M13KO7ΔpIII Phagen produziert, die fünf scFv-Kopien auf ihrer Oberfläche präsentierten. 
Als positiv wurden alle Klone gezählt, die nach 30-minütiger Entwicklung einen 2,5fach 
höheren Absorptionswert zeigten als der mittlere Hintergrundwert. Klone, deren 
Absorptionswert sogar 5fach höher war, wurden als starke Binder klassifiziert. Insgesamt 
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88 positive Binder (36,7 %) wurden in diesem Versuchsansatz ermittelt, darunter 71 starke 
(80,7 %). Des Weiteren wurde der Versuch unter gleichen Bedingungen mit dem 
monovalenten Helferphagen M13KO7 durchgeführt, der meist eine scFv-Kopie auf seiner 
Oberfläche präsentiert. Die Auswertung der gemessenen Absorptionssignale ergab dabei 
29 (12 %) positive Binder, darunter 19 (65,5 %) starke. Keiner der Klone zeigte eine 
Bindeaktivität zu PBMC. 
Zur Bestätigung der spezifischen Bindeaktivität wurden die einzelnen Klone in der 
Kolonie-PCR auf das Vorhandensein eines scFv-DNA-Fragmentes geprüft. Die 
anschließende analytische Agarose-Gelelektrophorese zeigte, dass alle ausgewählten 
Binder ein DNA-Fragment der korrekten Größe (ca. 1 kb) trugen (Daten nicht gezeigt). 
Die Sequenzierung von insgesamt 21 Klonen nach der dritten Selektion mit einer 
Antigenverdünnung von 1 : 1000 und fünf nach der mit einer Antigenverdünnung von 
1 : 50 ergab acht einzigartige Klone: ein einzigartiger Binder aus der Fraktion cDZ3 1 : 50 
(G11) und vier aus der Fraktion cDZ3 1 : 1000 (B8, B11, E6 und G7). Die weiteren drei 
identifizierten Binder (C2, C3 und E7) kamen in beiden Fraktionen vor. Der Klon C2 
wurde sechsmal identifiziert und war damit am häufigsten vertreten. Die Namensgebung 
erfolgte nach ihrer Position in der analysierten Mikrotiterplatte. 
Die identifizierten Klone unterschieden sich in der CDR2 und 3 Region der leichten und 
schweren Kette (Tab. 4-6). Alle Klone trugen ein „amber“ Stopcodon (TAG) in der CDR2 
der schweren Kette, der Klon E7 sogar zwei. Diese Stopsequenz würde zu einem 
verfrühten Kettenabbruch der scFv-Translation und somit zu nicht funktionalen 
Proteinfragmenten führen. Daher wurde im Folgenden das Stopcodon mit Hilfe der 
zielgerichteten Mutagenese durch die Aminosäure Glutamin ausgetauscht. 
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Tab. 4-6. Aminosäuresequenzen der identifizierten scFv-Klone in den hypervariablen Domänen (CDR) der 
schweren und leichten Kette. Die Definition der CDR erfolgte nach dem KABAT
151
 Nummerierungsschema. 
 
*: in der DNA kodiertes „amber“ Stopcodon 
 
4.3.3.2 Charakterisierung der Bindeaktivität im monoklonalen Phagen-ELISA 
Um die Bindeaktivität der identifizierten Binder miteinander vergleichen zu können, 
wurden sie unter den gleichen Konditionen analysiert. Dabei wurde jeder Klon als 
monovalenter scFv-Phage auf immobilisierten MF von cDZ und PBMC getestet. Die 
gemessenen Absorptionswerte nach 30 min Entwicklung erlaubt eine erste Klassifizierung 
in moderate und starke Bindeaktivität. Als moderat wurden alle Klone bezeichnet, deren 
Absorptionssignal mindestens 2,5fach stärker war als das der Negativkontrollen (NC). 
Klone mit einem mehr als 5fach höheren Signal wurden als stark bindend klassifiziert. 
Moderate Binder sind demnach die scFv B8 und B11. Als stark bindend wurden die scFv 
C2, C3, E6, E7, G7 und G11 klassifiziert (Abb. 4–32). 
Klon Variable Region der schweren Kette (VH) Variable Region der leichten Kette (VL)
CDR1 CDR2 CDR3 CDR1 CDR2 CDR3
B8
SYAMS
SITK*GVHTSYADSVKG GLRMFDY
RASQSISSYLN
AASLLQS QQMVKPPMT
G7 TI*PLGISTSYADSVKG RILTFDY RASHLQS QQGGTIPPT
G11 TIRD*GLHTTYADSVKG GARVFDY HASSLQS QQGVKSPAT
C2 *ITPAGGMTFYADSVKG GLTQFDY HASQLQS QQGRNLPRT
E7 *IDPMGA*TYYADSVKG SRLQFDY LASYLQS QQSRRLPIT
B11 TI*GRGHRTAYADSVKG SSLVFDY KASRLQS QQSMLKPPT
C3 SING*GMMTMYADSVKG NAGRFDY QASSLQS QQARLRPPT
E6 TIT*SGARTSYADSVKG RAPGFDY KASHLQS QQARLPPVT
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Abb. 4–32. Monoklonaler Phagen-ELISA der einzigartigen cDZ-spezifischen scFv-Phagen: Die 
Bindeaktivität der produzierten scFv-Phagen wurde auf Membranfragmenten von cDZ (grau) und PBMC 
(weiß) im Mikrotitermaßstab getestet. Die Binder wurden in moderat (durchgehende Linie) und stark bindend 
(gestrichelte Linie) klassifiziert. Dargestellt sind die Mittelwerte der Absorptionswerte von mindestens drei 
unabhängigen Experimenten mit ihrer Standardabweichung (Balken). Die Negativkontrolle (NC) ist die 
mittlere Absorption bei Auftragen des Leerphagen, fehlendem Antigen oder Sekundärantikörper sowie einer 
Kombination aus diesen. 
 
4.3.3.3 Rückmutation der Stopcodons 
Die Stopcodon-tragenden „phagemids“ wurden einer zielgerichteten Mutagenese 
unterworfen, um das Gen in den Wildtyp zurück zu mutieren. Dafür wurde die 
Thyminbase des TAG-Tripletts mit einer Cytosinbase ausgetauscht, wodurch in der 
späteren Translation die Aminosäure Glutamin anstelle des Stopcodons eingesetzt wird. 
Nach der Mutagenese-Reaktion wurde die parenterale DNA durch DpnI Verdau aus dem 
DNA Gemisch eliminiert. Zur Überprüfung der erfolgreichen Mutation wurden einzelne 
Klone sequenziert. Die Sequenzanalyse ergab, dass im Durchschnitt einer von vier 
analysierten Klonen korrekt mutiert worden ist. Der Klon E7 konnte auch nach mehrfacher 
Wiederholung nicht erfolgreich mutiert werden. Für den weiteren Verlauf der 
Charakterisierung wurde Klon E7 daher nicht berücksichtigt. 
4.3.4 Analyse der löslichen scFv-Proteine  
Für die weitere Charakterisierung der isolierten Antikörperfragmente wurde ihre 
Bindeaktivität als lösliche scFv-Fragmente überprüft. 
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4.3.4.1 Analyse der scFv-Fragmente nach Expression in Prokaryoten 
Da die Bindeaktivitätsanalyse der löslichen cDZ-spezifischen scFv-Fragmente zeitlich kurz 
nach der Analyse prokaryotisch exprimierter Kasumi-1 Binder erfolgte, konnten die 
optimierten ELISA Konditionen (Kapitel 4.2.3.1) direkt umgesetzt werden. Für die 
Produktion löslicher scFv-Antikörperfragmente wurden die Phagen-ELISA-positiven 
Klone direkt in den pMT Expressionsvektor kloniert und im E. coli Expressionsstamm 
Rosetta 2(DE3) produziert. Die produzierten scFv-Fragmente wurden durch osmotischen 
Schock aus dem periplasmatischen Raum isoliert und nach Abzentrifugation der 
Bakterientrümmer unverzüglich analysiert. Dafür wurde der so gewonnene Proteinextrakt 
auf das Vorhandensein des gesuchten Proteins (etwa 27 kDa) sowie auf die produzierte 
Proteinmenge im SDS-PAGE und Western Blot untersucht. Die Coomassie-Färbung der 
getrennten Proteine zeigte eine starke Bande, die nach Vergleich mit dem aufgetragenem 
Proteinstandard auf eine Größe von 27 kDa geschätzt werden konnte (Abb. 4–33A). Durch 
die spezifische Detektion des C-terminalen Histidin-tag im Western Blot konnte die 
Identität des scFv-Proteins bestätigt werden (Abb. 4–33B). Die Auswertung mit Hilfe der 
AIDA Software ergab einen scFv Anteil im Gesamtprotein von 20-40 %. Der 
Proteinextrakt konnte nach Blockierung unspezifischer Bindungsstellen im monoklonalen 
scFv-ELISA direkt eingesetzt werden. 
 
 
Abb. 4–33. Analyse der prokaryotisch exprimierten scFv-Fragmente im periplasmatischen Proteinextrakt: 
Das Proteingemisch wurde im SDS-PAGE und anschließender Coomassie-Färbung (A) und im Western Blot 
(B) über den spezifischen Nachweis der polyHis-markierten scFv-Fragmente auf das Vorhandensein des 
gesuchten scFv-Proteins untersucht. Aufgetragen sind von links nach rechts: Proteinstandard (MR), der 
Proteinextrakt von untransformierten Rosetta 2(DE3) Zellen (Ø), der Positivkontrolle Ki-4(scFv) und von 
den selektionierten scFv Klonen (B8-G11). Die gesuchte Proteinbande liegt bei etwa 27 kDa (schwarzer 
Pfeil). 
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Nach der Bewertung von fünf unabhängig durchgeführten ELISA Experimenten zeigten 
fünf Klone (B8, G7, C2, C3 und G7) eine statistisch höhere Bindeaktivität zu cDZ als zu 
PBMC (Abb. 4–34). Als Kriterium der spezifischen Bindeaktivität wurde das Verhältnis 
der absoluten Absorptionswerte der Klone auf cDZ mit denen der Klone auf PBMC 
verglichen. Klone mit einer Absorption, die kleiner als das Dreifache des PBMC-
Kontrollwertes war, wurden für die weiteren Versuche nicht berücksichtigt. Dabei zeigte 
die scFv C2 ein 3,7fach und die scFv C3 sogar ein 6,5fach höheres Signal auf dem 
Selektionsantigen als zum Depletionsantigen. Die beiden genannten Klone wurden für die 
Klonierung der SNAP-tag Fusionsproteine verwendet, um ihre 
Internalisierungseigenschaften und ihre Kreuzreaktivität zu primärem Material neuer 
Hunde zu überprüfen. 
 
Abb. 4–34. Analyse der Bindeaktivität der cDZ-spezifischen scFv-Fragmente im Protein-ELISA: Die 
Bindeaktivität der löslichen scFv-Fragmente wurde auf Membranfragmenten von caninen dendritischen 
Zellen (cDZ) und peripheren mononukleären Blutzellen (PBMC) getestet. Dargestellt sind die Daten fünf 
unabhängiger Experimente mit Standardabweichung (Balken). Die Signifikanz des cDZ-spezifischen 
Bindesignals wurde mit dem der PBMC verglichen: *: signifikant, **: hoch signifikant, ***: höchst 
signifikant. 
 
4.3.4.2 Analyse der scFv-Fragmente nach Expression in Eukaryoten  
Die scFv-„inserts“ C2 und C3 wurden nach Restriktionsverdau in den pMS-SNAP-tag 
Expressionsvektor kloniert und zur Expression in die eukaryotische Produktionszelllinie 
HEK 293T transfiziert (Kapitel 3.1.4 und 3.1.5). Die Anregung des koexprimierten eGFP 
in der Fluoreszenzmikroskopie erlaubte dabei eine Überwachung der Proteinexpression. 
Die Transfektionsrate der scFv-SNAP Fusionsproteine lag bei 50 ± 10 % (Abb. 4–35).  
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Abb. 4–35. Licht- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der pMS–SNAP-tag transfizierten HEK 293T 
Zellen zur eukaryotischen Expression der scFv-SNAP-tag Fusionsproteine: Nach Anregung des 
koexprimierten eGFP bei 488 nm Wellenlänge wurde die Fluoreszenz bei 509 nm gemessen und mit dem 
Lichtbild verglichen, um die Transfektionseffizienz bestimmen zu können. 
 
Dabei wurden pro scFv-SNAP Fusionsprotein zwei separate Flaschen angesetzt, die eine 
ohne und die andere mit dem Zusatz von 10 % FKS. Die beiden Überstandschargen 
wurden auf ihren Proteingehalt im SDS-PAGE und Western Blot untersucht. Wie erwartet 
konnte nach der Coomassie-Färbung keine quantitative Berechnung der scFv-SNAP 
Proteinmenge erfolgen. Zum einen lag das an der Überlagerung der gesuchten 
Proteinbande durch im FKS enthaltene Proteine, wie beispielsweise das 66 kDa große 
bovine Serumalbumin, zum anderen an der geringen scFv-Konzentration nach Expression 
ohne FKS-Zusatz. Nach der spezifischen Detektion der His-markierten Proteine im 
Western lot konnten die sezernierten Fusionsproteine detektiert werden (Abb. 4–36). 
Sowohl die Produktion der scFv-SNAP Fusionsproteine C2 und C3 als auch die des bereits 
charakterisierten Ki-4 konnte erfolgreich dokumentiert werden. Der scFv enthaltende 
Zellkulturüberstand konnte für die folgenden Experimente daher direkt eingesetzt werden. 
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Abb. 4–36. Analyse des Zellkulturüberstandes von scFv-SNAP Fusionsprotein transfizierten HEK 293T 
Zellen: A. Der Zellkulturüberstand (SN) mit oder ohne Zusatz von fötalem Kälberserum (FKS) wurde im 
SDS-PAGE getrennt und Coomassie gefärbt. B. Im Western Blot wurden die His-markierten scFv-SNAP 
Proteine spezifisch detektiert (Pfeil) und durch Entwicklung mit DAB visualisiert. Aufgetragen sind von 
links nach rechts: Proteinstandard (MR), SN untransfizierter HEK 293T Zellen + FKS und die scFv-SNAP 
Proteine enthaltende SN nach Kultivierung mit und ohne FKS-Zusatz.  
 
4.3.4.3 Die Bindeaktivität der scFv-SNAP Fusionsproteine im ELISA 
Der Nachweis der spezifischen Bindeaktivität erfolgt unter Einsatz der scFv-SNAP 
enthaltenden Zellkulturüberstände transfizierter HEK 293T Zellen im Membran-ELISA. 
Das gemessene Absorptionssignal des C2(scFv)-SNAP Proteins im Zellkulturüberstand 
mit FKS-Zusatz war mit einer statistischen Signifikanz von p < 0,0001 um das 7,8fach 
höher als das der Negativkontrollen. Der gleiche Klon im Zellkulturüberstand ohne FKS 
zeigte dagegen nur einen 4,8fach höheren Absorptionswert. Die Signalstärke des FKS-
freien Zellkulturüberstandes war demnach 40 % geringer. Diese Beobachtung konnte auch 
für das C3(scFv)-SNAP Protein gemacht werden. Hier war die Signalstärke des 
Überstandes mit FKS 5fach höher als die Negativkontrollen, die des FKS-freien jedoch nur 
2,5fach. Dieser Unterschied war statistisch signifikant (p = 0,015). Ihre unspezifische 
Bindung auf PBMC oder der Plastikoberfläche lag wie erwartet auf dem Niveau der 
Negativkontrollen (Abb. 4–37A). Für die weitere eukaryotische Produktion der 
scFv-SNAP Proteine wurde daher FKS-haltiges Selektionsmedium verwendet. Nach der 
Reinigung aus dem Zellkulturüberstand über IMAC wurde ein schwächeres 
Absorptionssignal sowohl der beiden scFv-SNAP Proteine C2 (2,2fach stärker) und C3 
(2,5fach stärker) als auch der Positivkontrolle Ki-4 (2,2fach stärker, Daten nicht gezeigt) 
im Vergleich zu den Negativkontrollen gemessen (Abb. 4–37B). Die Absorptionssignale 
waren mit p = 0,02 für C2 und p < 0,0001 für C3 aber weiterhin statistisch signifikant.  
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Abb. 4–37. Bindeaktivität der cDZ-spezifischen Binder als scFv-SNAP Fusionsproteine im Membran-
ELISA: A. Die unbearbeiteten Zellkulturüberstände mit (schwarz) und ohne (grau) FKS-Zusatz wurden auf 
immobilisierten Membranfragmenten von caninen dendritischen Zellen (cDZ) und peripheren 
mononukleären Blutzellen (PBMC, weiß) getestet. Die Negativkontrolle (NC) ist die mittlere Absorption bei 
Auftragen des Zellkulturüberstandes untransfizierter HEK 293T Zellen. B. Für den gleichen Versuchsaufbau 
wurden je 1 µg der gereinigten scFv-SNAP Fusionsproteine aufgetragen. Die NC ist die mittlere Absorption 
bei Auftragen des unspezifischen Ki-4(scFv)-SNAP, bei fehlendem Antigen, fehlendem Primär- oder 
Sekundärantikörper und eine Kombination aus diesen. Dargestellt sind jeweils die Daten zweier 
unabhängiger Experimente mit ihrer Streuung (Balken) und statistischen Signifikanz (*, **, ***). 
 
Auf Grund der begrenzten Verfügbarkeit vitaler cDZ zu jeder Zeit der Doktorarbeit, 
konnte die Bindeaktivität zu ganzen Zellen in der Durchflusszytometrie nicht untersucht 
werden. 
4.3.4.4 Analyse der Kreuzreaktivität zu allogenem Zellmaterial im ELISA 
In den anschließenden ELISA Experimenten wurde die Bindeeigenschaft der beiden 
scFv-SNAP Fusionsproteine zu ausgereiften cDZ verschiedener Individuen getestet. Dazu 
wurden sowohl die Zellkulturüberstände sowie die gereinigten scFv-SNAP 
Fusionsproteine C2 und C3 auf MF von sieben cDZ-Chargen geprüft. Dabei stellte sich 
heraus, dass für die Charge 849 keine Bindung und für die Charge 5040 eine nur sehr 
schwach stärkere Bindung der beiden scFv-Proteine beobachtet werden konnte als deren 
Hintergrundwert auf PBMC. Die weiteren fünf getesteten MF-Chargen zeigten alle ein 
mindestens 2,5fach höheres Absorptionssignal als die Negativkontrollen. In mindestens 
vier unabhängigen Experimenten war die Bindeaktivität beider scFv zu dem Zellmaterial 
des Hundes 90033 am Höchsten. Das Fusionsprotein C2(scFv)-SNAP zeigte dabei eine 
9,5fach höhere und das Fusionsprotein C3(scFv)-SNAP eine 8,2fach höhere Absorption 
(Abb. 4–38). Anhand des Absorptionsprofils liegt für weitere Experimente die Auswahl 
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des Zellmaterials des Hundes 6834 oder 90033 nahe. Zu diesem Zeitpunkt standen sie 
jedoch nicht mehr zur Verfügung.  
 
 
Abb. 4–38. Analyse der scFv-SNAP Fusionsproteine C2 und C3 auf ihre Kreuzreaktivität zu allogenem 
Zellmaterial im ELISA: Dargestellt ist die mittlere Bindeaktivität der scFv C2 (grau) und C3 (schwarz) zu 
unterschiedlichen caninen dendritischen Zellchargen (cDZ) sowie zu peripheren mononukleären Blutzellen 
(PBMC, weiß) mit ihrer Standardabweichung (Balken). Die Negativkontrollen (NC) beinhalten die mittleren 
Absorptionswerte nach Auftragen des unspezifischen 425(scFv)-SNAP Proteins, fehlendem Antigen, 
fehlendem Primär- und Sekundärantikörper sowie eine Kombination aus diesen. 
 
4.3.4.5 Analyse des Internalisierungsverhaltens 
Nachdem die spezifische Bindeaktivität der scFv-SNAP Fusionsproteine bestätigt wurde, 
sollte ihr Internalisierungsverhalten in der Konfokalmikroskopie visualisiert werden. Da 
die primären Zellen in Vorversuchen eine hohe Sensitivität gegenüber Stressfaktoren 
zeigten, wurde die Inkubation unter physiologischen Bedingungen im Opera „live cell 
imager“ System durchgeführt. Die differenzierten und maturierten cDZ wurden für 
mehrere Stunden mit Alexa Fluor 647-markierten scFv-SNAP Fusionsproteinen inkubiert. 
Die Lokalisation der C2(scFv)-SNAP und C3(scFv)-SNAP Proteine an cDZ wurde als 
rotes Signal visualisiert. Dabei konnte für die scFv C2 eine effiziente membranständige 
Bindung beobachtet werden, während die scFv C3 vesikuläre Strukturen im Zellinneren 
zeigte, die auf eine Internalisierung der gebundenen scFv-SNAP Proteine schließen lassen 
(Abb. 4–39B, weiße Pfeile). Um eine unspezifische Bindung auszuschließen, wurden die 
toten Zellen mit Propidiumiodid gegengefärbt und als grünes Signal visualisiert. Eine 
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Autofluoreszenz der Zellen sowie ein unspezifisches Signal konnten durch die Inkubation 
mit PBS oder der Alexa Fluor 647-markierten 425(scFv)-SNAP ausgeschlossen werden.  
 
Abb. 4–39. Konfokalmikroskopische Aufnahmen der cDZ mit scFv-SNAP Fusionsproteinen nach Inkubation 
bei 37 °C: Das rote Signal der Alexa Fluor 647-markierten scFv-SNAP Fusionsproteine (linke Spalte) und 
das grüne Signal der Gegenfärbung toter Zellen mit Propidiumiodid (mittlere Spalte) wurden 
übereinandergelegt („merge“, rechte Spalte). Die selektionierte scFv C2 (A) zeigte eine koronaförmige 
Bindung der Zellmembran, während die scFv C3 (B) nach 15 min Inkubation vesikuläre Strukturen im 
Zytosol zeigte. Als Negativkontrollen wurde das Signal nach Inkubation mit PBS (C) und des unspezifischen 
425(scFv)-SNAP Proteins (D) gemessen.  
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5 Diskussion 
Die „Phage Display“ Technologie stellt eine wichtige Quelle für die Isolation neuer 
Antikörperfragmente, die in der Immundiagnose und -therapie eingesetzt werden, 
dar.
152, 153
 In dieser Arbeit wurden mit Hilfe der Tomlinson „Phage Display“ Bibliothek 
I + J humane scFv-Antikörper gegen eine AML M2 abgeleitete Zelllinie generiert und 
deren potentiell diagnostische und therapeutische Eigenschaften in vitro charakterisiert. 
Die angewandten Analysemethoden dienten dabei der primären Auswahl der 
vielversprechendsten Kandidaten für weiterführende, präklinische Entwicklungsverfahren 
(„early development“) neuartiger AML-Diagnostika und -Therapeutika. Die gleiche 
Methodik wurde in einem Parallelprojekt auf caninen dendritischen Zellen (cDZ) 
angewendet, um deren Migrationsverhalten in der Tumorvakzinierung überwachen zu 
können. Die gewonnenen Erkenntnisse sollen dabei in die Verbesserung der cDZ-
Vakzinierungsstrategie einfließen. Parallelen und Unterschiede der beiden Ansätze sollen 
nachfolgend diskutiert werden. 
5.1 Die Antikörperbibliotheken 
In dieser Arbeit wurden die Tomlinson „Phage Display“ Bibliotheken I + J zur Selektion 
spezifischer scFv-Antikörper verwendet. Dabei handelt es sich um humane 
semisynthetische Einzelkettenantikörper (scFv)-Bibliotheken, die jeweils über 100 
Millionen diverse scFv-Fragmente in einem ampicillinresistenten „phagemid“ Vektor 
tragen, der in E. coli TG1F
+
 Bakterien transformiert wurde.
154
 Beide basieren auf der 
genetischen Verknüpfung der variablen Regionen der humanen Immunglobulin-
Schwerkettengene VH und der Leichtkettengene VL durch einen synthetischen Glycin-
Serin „linker“ [(Gly4Ser)3].
155
 Dabei besteht das VH Grundgerüst („framework“) einzig aus 
den Genen V3-23/DP-47 und JH4b und das VL „framework“ aus den kappa (κ)-Genen 
O12/O2/DPK9 and Jκ1.
154
 Analysen des Ig VH und VL Expressionsmusters haben gezeigt, 
dass diese V-Genfamilien sehr stabil sind
156
 und das humane Antikörperrepertoire 
dominieren.
157, 158
 Die Anzahl der Sequenz-unterschiedlichen scFv-Fragmente und damit 
die Größe der Bibliotheken wurde durch die Diversifizierung der antigenbindenden 
Domänen, den „complementarity determining region“ (CDR), mittels PCR artifiziell 
erhöht. Dabei handelt es sich um 18 verschiedene Aminosäurepositionen,
159
 die auch im 
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ausgereiften Antikörperrepertoire hoch divers zu finden sind und deren Beteiligung an der 
Antigenbindung durch die Kristallstrukturanalyse bestätigt wurde. Während die 
Basentripletts der I Bibliothek innerhalb der CDR nach dem DVT-Schema diversifiziert 
wurden, folgen die der J Bibliothek dem NNK-Schema (Kapitel 1.1.1). Dabei steht N für 
jedes beliebige Nukleotid und K für die Nukleotide Thymin und Guanin. Dadurch ergibt 
sich mit einer theoretischen Wahrscheinlichkeit von etwa 3 % auch das Auftreten eines 
„amber“ Stopcodons (TAG).160 Tatsächlich konnten wir jedoch nach den durchgeführten 
Selektionen in der CDR2 der schweren Kette aller identifizierten Bindern ein TAG finden, 
im Falle des cDZ-spezifischen Klons cDZ E7 sogar zwei (Tab. 4-6). Während der 
Expression in einem „suppressor“-Stamm wird dafür die Aminosäure Glutamin eingebaut. 
Die Expression eines funktionalen einzelsträngigen scFv-Fragmentes nach der 
Transformation des selektionierten „phagemid“ in einen „non-suppressor“-Stamm ist 
jedoch nicht möglich; die Translation bricht in der CDR2 nach dem verfrühten Stopcodon 
ab. Erst die zielgerichtete Mutagenese (Kapitel 3.4.9), bei der die Thyminbase gegen eine 
Cytosinbase ausgetauscht wird und damit das Basentriplett für die Aminosäure Glutamin 
anstelle des Stopcodons kodiert, erlaubt die Expression der löslichen scFv.
161, 162
 Die 
vermehrte Identifikation eines Stopcodons nach „panning“ der Tomlinson Bibliothek I + J 
wurde bereits von mehreren Arbeitsgruppen beschrieben. Sie beschreiben das Auftreten 
des TAG in 50 % bis zu 100 % der sequenzierten einzigartigen Klone (Tab. 5-1).  
Tab. 5-1. Anzahl der „amber“ Stopcodon-tragenden scFv-Fragmente nach „panning“ der Tomlinson 
Bibliothek. 
Autor Anzahl 
identifizierter scFv-
Fragmente 
Anzahl 
TAG-tragender scFv-
Fragmente 
Prozentualer 
Anteil 
Marcus et al. (2004)
162
 1 1 100 % 
    
Eteshola et al. (2010)
163
 10 10 100 % 
    
Wu et al. (2006)
164
 10 9 90 % 
    
Bouter-Bitzer et al. (2009)
165
 4 3 75 % 
    
Yan et al. (2004)
166
 2 1 50 % 
    
Pokorny et al. (2008)
161
 2 1 50 % 
 
Die Begründung für die Anreicherung der TAG-tragenden „phagemids“ könnte dabei auf 
einem anderen, in der Literatur beschriebenen Phänomen basieren. Hier wurde, nach 
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unvollständigem Restriktionsverdau oder Religation des „phagemid“ während der 
Konstruktion, die Bibliothek mit unvollständigen, nicht im offenem Leseraster („open 
reading frame“, ORF) liegenden oder „insert“-losen Vektoren „verunreinigt“.167-169 
Krebber et al.
170
 beobachtete einen Wachstumsvorteil der „insert“-losen Klone. Dadurch 
konnten sie nach mehrfacher Amplifikation der Bibliothek die funktionalen 
„insert“-tragenden Klone verdrängen und wurden so angereichert. Die Anreicherung von 
Klonen ohne konsekutiven, zweckmäßigen ORF und damit „non-sense“ Proteinen kann 
durch den Einsatz der pIII Deletionsmutante Hyperphage verhindert werden.
171
 Im 
Gegensatz dazu birgt das verfrühte Stopcodon die Problematik, dass funktionale Phagen in 
„suppressor“-Stämmen trotzdem produziert werden. Die Selektion spezifischer Phagen 
ohne TAG-Triplett wird somit zunehmend eingeschränkt. Da die Bibliothek in Vorarbeiten 
bereits amplifiziert wurde, könnte diese Theorie auf die Problematik der in allen 
selektionierten scFv-Klonen inkooperierten TAG-Tripletts plausibel übertragen werden. 
Ob schon in den naiven Tomlinson Bibliotheken I + J in 100 % der Fälle ein solches 
Stopcodon vorkam oder erst durch die mehrfache Amplifikation während der 
Durchführung der drei Selektionsrunden auftrat, wurde nicht untersucht. Untersucht wurde 
jedoch, ob die für diese Arbeit eingesetzten aliquotierten Teilmengen der Bibliotheken für 
ein scFv-Fragment kodierendes „phagemid“ tragen. Nach Betrachtung des PCR Produktes 
in der analytischen Agarose-Gelelektrophorese konnte bestätigt werden, dass alle 17 
getesteten Klone pro Bibliothek ein „phagemid“ trugen und diese für ein „insert“ der 
korrekten scFv-Größe kodierten (Abb. 4–1). Der prozentuale Anteil „insert“-tragender 
Klone liegt nach Herstellerangabe jedoch nur bei 88 % für die Bibliothek J und 96 % für 
die Bibliothek I.
154
 Eine Erklärung für diese experimentelle Abweichung kann eine 
Verschiebung des realen Anteils durch eine zu kleine Probenmenge sein. Des Weiteren 
haben die „phagemid“-tragenden Klone auf Grund des Ampicillin-Resistenzgens einen 
Selektionsvorteil gegenüber „phagemid“-losen Bakterien und könnten daher, wie für das 
Auftreten des Stopcodons beschrieben, während der Amplifikation angereichert werden.  
Theoretische Studien deuten darauf hin, dass die Wahrscheinlichkeit, spezifische Binder 
aus einer Antikörperbibliothek zu isolieren und deren Bindeaffinität mit der strukturellen 
Diversität der Bibliothek steigt.
18, 22, 50
 Das naive Phagenspektrum der Tomlinson 
Bibliothek zeigt dabei deutliche Vorteile gegenüber einer Bibliothek, die durch die 
Immunisierung in ihrer Diversität limitiert ist.
152
 Zusätzlich ist das „framework“ 
immunisierter Bibliotheken meist murin und somit deutlich immunogener als das 
humane.
172
 Besonders im Hinblick auf die therapeutische Applikation werden die murinen 
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Antikörper nach wiederholter Gabe neutralisiert und verlieren somit ihre Wirkung. Naive 
„Phage Display“ Bibliotheken, die wie die Tomlinson Bibliothek auf einem einzelnen 
„phagemid“ Vektor basieren, sind in ihrer Größe hauptsächlich durch die 
Transformationseffizienz der Vektor-DNA in den Bakterienstamm limitiert. Somit wird die 
Größe der Bibliothek auf 10
7
-10
9
 Klone begrenzt.
173
 Die naive Tomlinson Bibliothek I 
besteht aus 1,47 * 10
8
 und die Tomlinson Bibliothek J aus 1,37 * 10
8
 verschiedenen 
scFv-Klonen
154
 und bieten somit ein ausreichend großes Repertoire zur Selektion 
spezifischer Antikörperfragmente.
23
 Durch ihren naiven Charakter sind Selektionen gegen 
nahezu jedes beliebige Antigen denkbar. Selbst gegen toxische Substanzen oder 
körpereigene Antigene, die auf Grund der Toleranzmechanismen nicht zur Immunisierung 
geeignet sind, können genau wie gegen Haptene, Kohlenhydrate, virale Hüllproteine, 
Zelloberflächenmoleküle, intrazelluläre und intranukleäre Proteine innerhalb weniger Tage 
spezifische scFv-Antikörper aus ein und demselben Phagenrepertoire („single pot“) isoliert 
werden.
22, 174
 Die Einschränkung der Bibliotheksgröße durch eine Anreicherung 
fehlerhafter aber wachstumsbevorteilter scFv-Klone kann im unglücklichsten Fall die 
Isolation der gewünschten scFv-Fragmente verhindern und so zu erfolglosen Selektionen 
führen. In dieser Arbeit konnte dieses Phänomen für die Selektion der Tomlinson 
Subbibliothek I vermutet werden, da weder cDZ- noch AML-spezifische scFv-Antikörper 
isoliert werden konnten. Die erfolgreiche Isolation aus der I Bibliothek in anderen Arbeiten 
innerhalb der Arbeitsgruppe ging stets mit dem Auftreten eines „amber“ Stopcodons 
einher, welches auf Grund der artifiziellen Diversifizierung nach dem DVT Schema 
theoretisch nicht generiert werden kann. Dieses Phänomen ist von anderen Arbeitsgruppen 
nicht beschrieben. Jedoch liegt der Anteil, der aus der I Bibliothek isolierten scFv-
Fragmente, im Verhältnis zur Gesamtanzahl einzigartiger Klone immer unter 25 %.
163, 164
 
Aufklärende Analysen zu diesem Phänomen konnten in dieser Arbeit auf Grund der 
fehlenden Identifikation positiver scFv-Klone aus der I Bibliothek nicht durchgeführt 
werden. Mögliche Erklärungen, wie die biologische Selektion während der mehrfachen 
Amplifikation zum Nachteil einiger scFv-Klone, die durch eine mehrfach positive Ladung 
oder ungepaarte Cysteinreste nicht sekretiert werden können oder die Infektion über den 
F-Pilus erschweren,
175
 waren daher in dieser Arbeit nicht relevant und sollen nicht näher 
betrachtet werden.   
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5.2 Die Gewinnung AML und cDZ-spezifischer 
Antikörperfragmente 
Auch wenn die Grundsätze der „Phage Display“ Technologie universell gelten, so ist die 
Selektionsstrategie nicht auf jedes beliebige Antigen übertragbar. Die optimalen 
Konditionen, die zur erfolgreichen Isolation spezifischer Antikörperfragmente führen, 
müssen weiterhin in Vorversuchen empirisch ermittelt werden.
5, 176
 In dieser Arbeit sollten 
verschiedene Selektionsstrategien durchgeführt und miteinander verglichen werden. Ziel 
war es dabei, durch die Variation der Selektionsbedingungen, wie Antigenbeschaffenheit, 
Waschstringenz, Elutionsbedingungen und Induktion der Internalisierung, eine möglichst 
hohe Anzahl diverser Binder zu generieren. Die Durchführung von drei aufeinander 
folgenden Selektionsrunden war dabei sowohl für die Isolation AML-bindender als auch 
cDZ-bindender scFv-Fragmente ausreichend, um eine schrittweise Anreicherung 
spezifischer Phagen zu dokumentieren (Kapitel 4.2.1 und 4.3.2). 
5.2.1 Die Beschaffenheit und Konzentration des 
Selektionsantigens 
Die Auswahl des Selektionsantigens und seine Beschaffenheit bietet eine Vielzahl von 
Variationsmöglichkeiten. In der Literatur findet man Beschreibungen der 
unterschiedlichsten Antigene, die für die Selektion spezifischer Antikörperfragmente 
eingesetzt wurden. Dazu zählen unter anderem: 
1. gereinigtes Protein, dessen Sequenz bekannt ist,18 
2. eukaryotische Zellen, die bekannte Rezeptoren auf ihrer Oberfläche exprimieren,9 
3. unbekannte Antigene auf ganzen Zellen,7, 177-184 
4. unbekannte Antigene auf funktionalen Zellfragmenten185-187 und 
5. Oligosaccharide188. 
 
Dabei ist es essentiell, dass das Antigen während der Selektion so dargestellt ist, wie es 
auch in der späteren Anwendung der isolierten Antikörperfragmente vorliegt. Ihre 
therapeutische Anwendung verlangt die Erkennung des Zielantigens in seiner natürlichen 
Konformation und Umgebung. Das „display“ auf Proteinen, die in einer unnatürlichen 
Konformation oder sogar denaturiert vorliegen, sowie auf nicht zugänglichen Bereichen 
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des funktionalen Antigens, generiert spezifische Binder, die das native Zielprotein nicht 
erkennen. Sie sind derart artifiziell, dass sie für eine therapeutische Anwendung ungeeignet 
sind. Besonders betroffen sind Oberflächenantigene sehr komplexer Beschaffenheit, wie 
„multipass“-Transmembranproteine und Proteine mit Glykosylierungen oder anderen 
posttranskriptionalen Modifikationen.
67
 Die in dieser Arbeit generierten scFv-Antikörper 
sollten in ihrer späteren therapeutischen Anwendung die native Zielzelle erkennen. Daher 
war es wichtig, repräsentative Zellen für die jeweilige Fragestellung zu benutzen. Die 
Selektion sollte gegen unbekannte Antigene durchgeführt werden. Somit war es von 
überragender Bedeutung, die Zelle als Selektionsantigen in ihrer nativen Beschaffenheit zu 
erhalten.  
Für die Selektion AML-spezifischer Binder wurde die AML M2-abgeleitete Zelllinie 
Kasumi-1 als Zielzelle ausgewählt. Sie gehört, neben der AML M4, mit einem 
Vorkommen von 25 % aller diagnostizierten AML-Typen zu den Leukämietypen der 
höchsten Inzidenz. Neben der Morphologie und der genetischen Aberration 
(Translokation t8;20)
189, 190
 unterscheiden sich die beiden Zelltypen in ihrem Phänotyp. Im 
Gegensatz zu der AML M4 ist die AML M2 CD64 negativ.
31, 33, 191
 Dieser Phänotyp 
konnte nach Erhalt der Kasumi-1 Zelllinie in der Durchflusszytometrie mit Hilfe eines 
anti-CD64 Antikörpers bestätigt werden (Daten nicht gezeigt). Sie ist damit durch das 
bereits charakterisierte und in einschlägigen Publikationen beschriebene H22(scFv)-ETA` 
Immuntoxin
32
 nicht angreifbar. Sie diente als Targetzelle für die Selektion spezifischer 
Antikörperfragmente, die gegen unbekannte Oberflächenantigene gerichtet sind, mit dem 
Ziel, eine neuartige diagnostische oder immuntherapeutische Strategie zu entwickeln. Die 
Selektion erfolgte primär auf vitalen Kasumi-1 Zellen (Kapitel 3.4.3.2). Der Einsatz der 
ganzen Zellen ermöglicht die Selektion gegen proteinogene und nicht proteinogene 
Oberflächenstrukturen,
192
 die in ihrer natürlichen Umgebung und in ihrer biologisch 
aktiven Konformation vorliegen.
187, 193
 Dadurch minimiert diese Strategie die 
Wahrscheinlichkeit, Antikörperfragmente gegen Moleküle zu generieren, die auf der 
zytosolischen Membranseite lokalisiert sind. Des Weiteren erlaubt die Selektion auf 
ganzen Zellen, den Fokus auf die Isolation internalisierender Phagen zu legen 
(Kapitel 4.2.3.10). Dazu wurde das „panning“ unter physiologischen pH- und 
Temperaturbedingungen durchgeführt. Die Stoffwechselaktivität der viablen Zellen 
ermöglicht so die Aufnahme Oberflächen-gebundener scFv-Phagen durch die 
Translokation von Oberflächenrezeptoren.
194
 Für die Entwicklung neuartiger 
Immuntherapeutika spielt die Internalisierung der Antikörperfragmente eine wichtige 
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Rolle, da die Effizienz therapeutischer Immuntoxine von der Aufnahme in die Zelle 
abhängig ist.  
Angeregt durch die Entdeckung, dass die Differenzierungsblockade der promyelozytischen 
Blasten (AML M3) durch die chemotherapiebegleitende Gabe von ATRA aufgehoben 
wird, stellt sich die Frage, ob vergleichbare Effekte auch bei anderen AML-Subtypen zu 
beobachten sind. Nachdem anhand der M2 und M3 abgeleiteten Zelllinien HL-60 und NB4 
gezeigt wurde, dass die ATRA Inkubation Gene hoch und herunter zu regulieren 
vermag,
195
 konnte schließlich auch nachgewiesen werden, dass die Expression 
verschiedener Oberflächenantigene gesteigert oder verringert wurde.
196
 Demgegenüber 
steht die Beobachtung von Matsushita et al.
197
, dass die ATRA Inkubation keine 
Auswirkung auf die Differenzierung zu reifen Granulozyten oder Monozyten hat. Dies 
wurde über die Oberflächenexpression des CD11b (granulozytärer Linienmarker) und 
CD14 (monozytärer Linienmarker) in der Durchflusszytometrie bewiesen. Es sollte daher 
über die Signalstärke der selektionierten scFv-Fragmente im monoklonalen Phagen-ELISA 
empirisch ermittelt werden, ob nach Inkubation der Kasumi-1 Zellen mit 10
-6
 M ATRA ein 
erhöhtes Bindesignal, welches auf eine gesteigerte Antigenexpression zurückführbar wäre, 
gemessen werden konnte. Da in dieser Arbeit jedoch kein signifikanter Unterschied in der 
Bindesignalstärke ermittelt werden konnte (Kapitel 4.2.3.6), ist darauf zu schließen, dass 
ATRA keinen Einfluss auf die Antigenexpression der Kasumi-1 Zelle hat, zumindest die 
gebundenen Oberflächenmoleküle davon unbeeinflusst bleiben. 
Die in dieser Arbeit beschriebene Selektion auf cDZ konnte dagegen nicht auf vitalen 
Zellen durchgeführt werden. In Vortests zeigten die beim Kooperationspartner in Rostock 
ausdifferenzierten Zellen eine hohe Empfindlichkeit gegenüber nicht physiologischen 
Umgebungsbedingungen (z.B. Transport und „panning“) und reagierten mit Zelllyse 
(Daten nicht gezeigt). Da unter derartigen Stressbedingungen auch die natürliche 
Antigenexpression verändert werden könnte, eignete sich die Verwendung von ganzen 
cDZ nicht als Selektionsantigen. Um trotzdem die Zellmembran in einem nativen, 
funktionalen und für einen mindestens über die Dauer des Projektes stabilen Zustand zu 
konservieren,
142
 wurden aus den Zellen mit Hilfe von Ultraschallbehandlung und 
fraktionierter Ultrazentrifugation MF hergestellt und für die Selektion auf Mikrotiterplatten 
immobilisiert. Da gezeigt werden konnte, dass die so gewonnenen MF in der richtigen 
Orientierung („right-side-out“) angeordnete Antigene präsentieren, eignete sich diese 
Methode gut zur Selektion gegen membranassoziierte Oberflächenantigene.
142
 Dabei 
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kamen mit fortlaufender Selektionsrunde immer höhere Verdünnungen dieser MF zum 
Einsatz, die - in Kombination mit der Steigerung der Waschstringenz - die schrittweise 
Anreicherung immer stärker bindender Phagen bewirkte.
22
 Anhand der Anzahl, der im 
monoklonalen Phagen-ELISA als positiv klassifizierten Binder (Kapitel 4.3.3.1), konnte 
gezeigt werden, dass der Grad der Antigenverdünnung einen erheblichen Einfluss auf die 
Anreicherung spezifischer Binder hat. Ein Anteil von 75 % (60 von 88) aller positiven 
Klone wurde nach der finalen Selektionsrunde mit einer Antigenverdünnung von 1 : 1000 
(cDZ3 1 : 1000) gefunden, während nur 25 % (28 von 88) nach einer Selektion mit einer 
Antigenverdünnung von 1 : 50 (cDZ3 1 : 50) entdeckt wurden. 85 % der cDZ3 1 : 1000 
Fraktion wurden als starke Binder mit einem fünffach höheren Absorptionswert als der 
Hintergrundwert klassifiziert, aber nur 71 % aus der cDZ3 1 : 50 Fraktion (Abb. 5–1). 
Übereinstimmend mit in der Literatur beschriebenen Beobachtungen
22
 kann somit für diese 
Selektion geschlussfolgert werden: je höher die Antigenverdünnung, desto stärker die 
Anreicherung, desto stärker binden die selektionierten scFv-Phagen.  
 
 
Abb. 5–1. Verteilung der im monoklonalen Phagen-ELISA identifizierten positiven cDZ-Binder: Dabei 
wurden 75 % aller positiv getesteten Binder in der cDZ3 1 : 1000 Fraktion (dunkelblau) identifiziert, 85 % 
davon stark (hellblau) und 15 % moderat bindend (blau). 25 % der positiven Binder wurden in der cDZ 
1 : 50 Fraktion (dunkelgrün) identifiziert, davon 71 % stark (hellgrün) und 29 % moderat bindende (grün). 
 
Die Selektion auf den cDZ-MF nur eines Individuums ist im Hinblick auf die 
Kreuzreaktivität der isolierten scFv-Fragmente zu Zellmaterial eines anderen Individuums 
der gleichen Spezies kritisch zu betrachten. Da zu jedem Zeitpunkt der Arbeit, bedingt 
durch die limitierte Entnahmemöglichkeit von Knochenmark, ein Mangel an Zellmaterial 
herrschte, war das Vereinen von Zellmaterial mehreren Individuen nicht realisierbar. Es 
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konnte daher nicht ausgeschlossen werden, dass generierte scFv-Fragmente derart 
spezifisch binden, dass sie individuumspezifisch sind. Auf die Testung der gewollten 
Kreuzreaktivität zu anderen Individuen soll in Kapitel 5.6.2.2 eingegangen werden. 
Im Gegensatz zu der in dieser Arbeit durchgeführten Knochenmarkaspiration hat 
Ibisch et al.
198
 canine periphere mononukleäre Blutzellen zur Generierung maturierter cDZ 
isoliert. Nachteilig wurde eine geringe DZ-Ausbeute beschrieben, die zwar für die 
Untersuchung der Funktionalität, jedoch nicht für die therapeutische Applikation 
ausreichend war. Die nach Knochenmarkaspiration generierte DZ-Ausbeute erlaubt 
darüber hinaus noch die Durchführung der therapeutischen Vakzinierung und rechtfertigt 
somit diese arbeits- und kostenintensive Methode.
199
 
5.2.2 Die Selektionsstrategie 
Die Rahmenbedingungen der Selektion, wie das „panning“ auf immobilisiertem 
Antigen
200
, in Suspension
153, 201
 oder die Kombination aus beiden Methoden
202
, die 
Auswahl und Beschaffenheit des Selektions- und Depletionsantigens (Kapitel 5.2.1) sowie 
die Wahl des Helferphagen (Kapitel 1.1.2), sind für den Erfolg der Selektion spezifisch 
bindender Antikörperfragmente entscheidend. Nach bedachter Auswahl der 
durchzuführenden Selektionsstrategie gilt es darüber hinaus die einzelnen 
Selektionsparameter auf die Zielsetzung abzustimmen. So wird die erfolgreiche Selektion 
spezifischer scFv-Antikörper neben der kontinuierlich steigenden Antigenverdünnung auch 
durch die Optimierung der Waschbedingungen und der Rückgewinnung spezifisch 
gebundener Phagen beeinflusst.
22
 In Vortests wurden diese Parameter separat auf das 
Selektionsantigen eingestellt (Daten nicht gezeigt) und für die Selektionsprozedur 
übernommen. Bei der Auswahl der Selektionsbedingungen wurde die bestmögliche 
Strategie gewählt. Dabei galt es die Selektionsstringenz (Anzahl und Art der 
Waschschritte) hoch zu halten und gleichzeitig das Selektionsantigen durch die 
eingesetzten Reagenzien nicht zu beeinflussen oder zu schädigen.  
Bei der Selektion auf ganzen Zellen, die in dieser Arbeit auf der AML M2 abgeleiteten 
Kasumi-1 Zelllinie angewandt wurde, ist es essentiell die Zelle bis nach der Elution intakt 
zu halten. Eine frühzeitige Lyse würde zum Verlust der Membranoberflächen-gebundenen 
Phagen während der Waschschritte führen, da die Zellfragmente bei der niedrigen 
Zentrifugalbeschleunigung nicht pelletiert würden. Die Kasumi-1 Zelle zeigte eine hohe 
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Empfindlichkeit gegenüber dem Standardwaschpuffer PBST (PBS + 0,05 % Tween
 
20). 
Tween 20 ist ein nichtionisches Tensid, welches Lipide zu emulgieren vermag. Es wird 
häufig zur Stabilisierung von Öl-in-Wasser-Emulsionen eingesetzt. Da die Zellmembran zu 
einem Großteil aus Lipiden (Phospho-, Sphingo- und Glycolipide) besteht, ist es in hohen 
Konzentrationen dazu geeignet Membranproteine zu solubilisieren und Zellen zu 
lysieren.
58
 In geringen Konzentrationen eignet es sich, unspezifische Bindungen effektiv zu 
lösen und wird daher als Standardwaschpuffer während des „panning“ eingesetzt. In 
Vorversuchen hat sich allerdings gezeigt, dass die Kasumi-1 Zelle durch den Zusatz von 
0,05 % Tween 20 im Waschpuffer beschädigt wurde und die Zellzahl während der 
Selektion auf ein Zehntel sank. Dieses Phänomen wurde bereits von Poul et al.
152
 
beschrieben, die daher ebenfalls als Standardwaschpuffer PBS verwendeten und damit das 
Risiko in Kauf nahmen eine gehäufte Anzahl unspezifischer Phagen anzureichern. Ein 
ähnliches Phänomen konnte bei der Elution mit dem standardmäßig verwendeten 
0,1-0,2 M Glycin (pH 2) beobachtet werden. Da in der Selektionsstrategie zwischen 
Zelloberflächen-bindenden und internalisierenden Phagen unterschieden werden sollte und 
somit die Zellen nach der Elution intakt sein sollten, konnte es nicht als Elutionsmittel 
eingesetzt werden. Als den Zellen gegenüber inerte Alternative stellte sich 76 mM 
Zitronensäure
142
 (pH 2) heraus und wurde daher zur Gewinnung der Oberflächenbinder 
verwendet.  
Während der Standardselektion bei Raumtemperatur wurden die Zellen mehrere Stunden 
Stressbedingungen ausgesetzt, die zur Aktivierung des apoptotischen Programms führen 
können.
203
 Die Umgebungstemperatur wurde daher auf 4 °C herabgesetzt, um alle 
Stoffwechselprozesse zu verlangsamen und den natürlichen Zustand der Zelle über einen 
solch langen Zeitraum zu gewährleisten. Das „Einfrieren“ der Stoffwechselaktivität betrifft 
auch die Translokation von Rezeptoren von der Zelloberfläche ins Zellinnere und damit die 
Internalisierung. Durch die kurzfristige Erhöhung der Temperatur auf 37 °C wird der 
Stoffwechsel reaktiviert und die Internalisierung Rezeptor-gebundener scFv-Phagen 
initiiert. Dabei sollte die Inkubationsdauer eine effektive Aufnahme der gebundenen scFv-
Antikörper erlauben, aber dennoch vor dem intrazellulären Abbau der internalisierten 
Phagen oder sogar dem Zelltod beendet werden. Anhand von Literaturangaben und auf 
Grund der geringen Zellstabilität wurde eine Inkubationszeit von zehn Minuten gewählt.
152, 
204
 Die internalisierten Phagen wurden nach Zelllyse mit Triethylamin zurückgewonnen 
und separat zu den Oberflächenbindern amplifiziert und analysiert. Die Sequenzierung zur 
Identifikation monoklonaler scFv-Antikörper ließ jedoch erkennen, dass die Trennung der 
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beiden Fraktionen nicht vollständig gelungen war. Vier der neun einzigartigen Klone 
waren sowohl in der Lyse- als auch in der Elutionfraktion zu finden (Kapitel 4.2.2.1). Eine 
Erklärung dieser Entdeckung ist durch zwei Theorien möglich:  
1. Die als Elutionsmittel eingesetzte Zitronensäurelösung vermag die Bindung der 
oberflächenbindenden Phagen nicht 100%tig zu lösen. Da die Elution auf einem 
pH-Umschlag beruht, wäre eine ineffiziente Elution von starken Bindern denkbar. 
Die nicht gelösten Oberflächenbinder würden so nach Zelllyse in die Lysefraktion 
gelangen. 
2. Die Inkubationsdauer zur Induktion der Internalisierung ist mit 10 min zu kurz, um 
eine vollständige Aufnahme der Phagen zu gewährleisten. Nur ein Teil der 
Oberflächen-gebundenen Phagen gelangt in das Zellinnere, während der andere 
Teil auf der Zelloberfläche verbleibt und durch den Elutionsprozess in der 
Elutionfraktion gewonnen wird. 
 
Durchflusszytometrische Internalisierungsversuche (Kapitel 3.6.1) haben gezeigt, dass die 
letztere Annahme wahrscheinlich ist. Die Untersuchungen erlaubten eine Abschätzung der 
Aufnahmegeschwindigkeit Oberflächen-gebundener scFv-Fragmente. Dabei wurden die 
Alexa Fluor 647-markierten scFv-SNAP Fusionsproteine für eine Stunde bei 37 °C mit den 
Kasumi-1 Zellen inkubiert und die Anzahl der im Fluoreszenzkanal verschobenen und 
damit scFv-gebundenen Zellen bestimmt. Am Beispiel der scFv C3 wurden nach einer 
einstündigen Inkubation 65,2 % der Kasumi-1 Zellpopulation im Fluoreszenzkanal (FL-4) 
verschoben. Die mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) der untersuchten Population im FL-4 
lag mit 5,6 doppelt so hoch wie die des Hintergrundwertes (2,7). Die anschließende 
Entfernung aller Oberflächen-gebundener Proteine durch die Behandlung mit dem 
Peptidasegemisch Trypsin erlaubte die Detektion internalisierter scFv-Proteine 
(Abb. 4–19). Nach einem zehnminütigem Proteinverdau war die MFI auf 3,11 gesunken, 
jedoch weiterhin hoch signifikant höher als der Hintergrundwert (p = 0,0002). Somit 
konnte gezeigt werden, dass nach einer Stunde erst 66 % der gebundenen scFv-Proteine 
internalisiert waren. 
Die anschließende Detektion von Oberflächen-gebundenem scFv-SNAP Fusionsprotein 
mit Hilfe des Kaninchen anti-SNAP Antikörpers in Kombination mit einem 
FITC-markiertem anti-Kaninchen Antikörper stellte sicher, dass die Trypsinelution 
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vollständig war. Das gemessene Fluoreszenzsignal konnte ausschließlich vom Zellinneren 
kommen (Kapitel 4.2.3.10.1). 
Demnach kann während der zehnminütigen Induktion der Internalisierung bei 37 °C im 
Laufe der Selektion nur ein Bruchteil der Oberflächen-gebundenen Phagen in die Zelle 
aufgenommen worden sein. Der Großteil muss trotz Internalisierungspotenzial noch außen 
an der Zellmembran lokalisiert und durch den Einsatz der 76 mM Zitronensäure während 
der Elution gewonnen worden sein.  
Des Weitern kann man anhand des ermittelten prozentualen Anteils internalisierter 
scFv-Phagen schlussfolgern, dass die absolute Anzahl der nach Zelllyse gewonnenen 
Phagen-Antikörper sehr gering sein muss. Es ist daher plausibel, dass die Berechnung des 
Phagentiters vor und nach der Selektion kaum adäquat ist, um eine Anreicherung 
spezifischer, internalisierender scFv-Phagen zu dokumentieren (Kapitel 4.2.1.2). Die 
geringe Anzahl der spezifischen internalisierten Phagen nach einer zehnminütigen 
Induktion macht deren Anreicherung daher sehr ambitioniert. Im Vergleich zu anderen 
Arbeiten, die nur eine siebenfache Anreicherung der potentiell internalisierenden Phagen 
dokumentieren konnten,
152
 kann die in dieser Arbeit erreichte 45fache Anreicherung 
jedoch als erfolgreich bewertet werden. Bei gegebener Stabilität der Targetzelle und je 
nach Selektionsziel sollte sie jedoch wie von Zhao et al.
9
 oder Gao et al.
205
 beschrieben auf 
30 oder 60 Minuten verlängert werden. 
5.3 Identifikation neuer monoklonaler scFv-Antikörper 
gegen AML und cDZ 
Die Selektion der Tomlinson Bibliothek J zur Generierung AML-spezifischer scFv-Phagen 
erfolgte auf viablen Kasumi-1 Zellen in Suspension. Unter den in Kapitel 5.2.1 
beschriebenen Vorteilen dieser Selektionsstrategie, ist hier die intakte Oberflächenstruktur 
und die biologisch aktive Konformation der Antigene hervorzuheben. Durch mehrere 
Selektionsrunden auf den Zielzellen kam es zu einer polyklonalen Anreicherung von 
Phagen, die eine Bindungsaktivität zum Zielantigen besitzen. Durch die Steigerung der 
Waschstringenz und die Reduktion der Antigenkonzentration in den einzelnen 
Selektionsrunden konnten Phagen-Varianten selektiert werden, die eine hohe Affinität und 
Spezifität gegenüber dem Zielantigen aufweisen. Das „screening“ auf AML-spezifische 
scFv-Fragmente erfolgte zunächst im polyklonalen Phagen-ELISA auf immobilisierten MF 
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der Kasumi-1 Zelllinie. Dabei wurden funktionale Membranfraktionen der Zellen durch 
einen Kombination von Ultraschallbehandlung und fraktionierter Ultrazentrifugation 
gewonnen. Diese MF exponieren typischerweise die äußere Zellmembran in 
vesikelähnlichen Strukturen („right-side-out“). Gleichzeitig treten jedoch Fragmente auf, 
welche die innere, zytoplasmatische Membran nach außen präsentieren („inside-out“). 
Dieses Phänomen wird durch häufige Temperaturschwankungen, wie das wiederholte 
Auftauen und Einfrieren der MF, und die Exposition zu Detergenzien verstärkt, wodurch 
die Oberflächenantigene unzugänglich werden.
142
 Die erfolgreiche, sukzessive 
Anreicherung spezifischer scFv-Antikörper konnte sowohl nach der Selektion auf 
oberflächenbindende als auch nach der Selektion auf internalisierende scFv-Phagen im 
polyklonalen Phagen-ELISA dokumentiert werden (Kapitel 4.2.1.2). Die 15- und 17fache 
Steigerung der Absorption nach der dritten Runde ließ auf eine erfolgreiche Anreicherung 
spezifischer Binder schließen und erlaubte das Fortfahren mit dem monoklonalen ELISA 
zur Identifikation einzigartiger Binder. Im weiteren Verlauf wurde die monoklonale 
Bindeaktivität auf ihre reproduzierbare Bindeaktivität hin untersucht. Als 
Kasumi-1-spezifisch wurden alle scFv-Klone gezählt, für die ein Absorptionswert 
gemessen wurde, welcher im Vergleich zu dem Depletionsantigen und den 
Negativkontrollen mindestens 2,5fach stärker war. Ein positiver Binder wurde als solcher 
bezeichnet, nachdem seine Bindeaktivität gemäß diesen Kriterien dreimal bestätigt wurde. 
Insgesamt zeigten 47 % der getesteten Klone nach diesen Kriterien eine signifikante und 
reproduzierbare Bindeaktivität. Eine derartige Quote war nach kombinierter Selektion mit 
Hyper- und Helferphage zu erwarten, da in der Literatur Anreicherungen von 3 % (nach 
exklusivem Einsatz des Helferphage) und 50 % (nach exklusivem Einsatz des 
Hyperphagen) beschrieben sind
206
. Innerhalb der Elutionfraktion konnten aus zehn 
sequenzierten Klonen acht „unique“ scFv-Fragmente identifiziert werden. Im Gegensatz 
dazu waren nur sieben der 24 in der Lysefraktion sequenzierten Klonen nur einmal 
vorhanden. Demnach war ein einzigartiger Klon in der Lysefraktion 3,4-mal und in der 
Elution nur 1,3-mal vertreten. Dieser Sachverhalt kann besonders mit Hilfe der 
identifizierten Klone C3 und D2, die sowohl in der Lyse- als auch in der Elutionfraktion 
vorkamen, veranschaulicht werden. Beide Klone wurden sechs- (C3) oder neunmal (D2) in 
der Lysefraktion, jedoch nur zwei- (C3) oder viermal (D2) in der Elutionfraktion 
identifiziert. Durch diese Feststellung kann rückgefolgert werden, dass die Diversität 
innerhalb der Elutionfraktion deutlich höher ist, also eine höhere Anzahl individueller 
scFv-Phagen die Zelloberflächenmoleküle binden, als internalisiert werden. Da nur wenige 
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individuelle scFv-Phagen innerhalb der zehnminütigen Inkubation bei 37° C von der Zelle 
aufgenommen wurden, war diese Beobachtung zu erwarten. 
Nachteilig beim Einsatz der MF zur Identifikation einzigartiger scFv-Phagen ist, dass trotz 
der gegebenen Selektionsbedingungen nicht ausgeschlossen werden kann, dass die 
identifizierten scFv-Phagen zytosolische Epitope membranassoziierter Proteine erkennen. 
Die Bindeaktivität aller isolierten scFv-Phagen zur äußeren Zellmembran wurde daher im 
ELISA auf ganzen fixierten Zellen als auch auf viablen Zellen in der Durchflusszytometrie 
bestätigt. Mit Hilfe der durchflusszytometrisch-basierten Methode konnte dadurch bereits 
zu diesem frühen Zeitpunkt bestätigt werden, dass die selektionierten scFv-Phagen das 
unbekannte Zielantigen in seiner natürlichen Konformation auf der intakten Zellmembran 
erkennen. Zusätzlich konnte anhand des Histogramms ein Rückschluss auf die Expression 
des gebundenen Antigens gezogen werden. Ein hoher prozentualer Anteil verschobener 
Zellen deutet dabei auf eine hohe Expressionsrate des jeweiligen Antigens hin. Eine spitze 
Kurvenform lässt auf eine homogene Antigenexpression auf der untersuchten 
Zellpopulation schließen. Eine flache, breit gestreute Kurvenform hingegen lässt eine stark 
schwankende Anzahl des Oberflächenmoleküls innerhalb der gemessenen Zellpopulation 
vermuten.
207
 Die Auswahl („gaten“) der viablen Population erlaubte dabei die 
Bindeaktivität zu lebenden Zellen zu bewerten und unspezifische Signale von 
Zelltrümmern auszuschließen. Zusätzlich kann festgelegt werden, wie viele Zellen oder 
positive Ereignisse betrachtet werden sollen. Im Vergleich dazu ist die von uns 
angewandte ELISA Methode zur Bestimmung der Bindeaktivität ungenauer, da die 
Verteilung des Antigens auf der statistischen Gleichverteilung beruht, es jedoch durch 
ungenaue Mischverhältnisse zu heterogenen Konzentrationen im einzelnen „well“ kommen 
kann. Da alle identifizierten Kasumi-1-spezifischen scFv-Fragmente, die im ELISA auf 
MF als positiv bewertet wurden, auch in der Durchflusszytometrie auf ganzen Zellen ihre 
Bindeaktivität zu intakten Zellen bestätigt haben, kann die vorläufige ELISA-„screening“-
Methode als geeignet beurteilt werden, um relevante scFv-Antikörper auszuwählen.  
Im Gegensatz zu der Generierung AML-spezifischer scFv-Antikörper wurde die Selektion 
cDZ-spezifischer scFv-Fragmente ausschließlich auf immobilisierten MF durchgeführt. 
Die cDZ-spezifischen Klone wurden als positive Binder bezeichnet, wenn im 
monoklonalen ELISA ein 2,5fach höherer Absorptionswert als der der Negativkontrollen 
zweimal bestätigt wurde. Innerhalb der Selektionsfraktion cDZ3 1 : 50 konnten aus fünf 
sequenzierten Klonen drei „unique“ scFv-Fragmente identifiziert werden. Im Gegensatz 
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dazu wurden aus 21 sequenzierten Klonen der cDZ3 1 : 1000 Fraktion sieben Sequenz-
einzigartige scFv-Fragmente identifiziert. Demnach war ein einzigartiger Klon in der cDZ3 
1 : 1000 Fraktion im Mittel dreimal vertreten, in der cDZ3 1 : 50 Fraktion jedoch nur 
1,6-mal. Durch die Wahl einer hohen Antigenverdünnung wurde der Fokus der Selektion 
auf starke Binder gelegt. Dadurch war zu erwarten, dass nur wenige positive Binder isoliert 
werden konnten, diese jedoch in einer hohen Anzahl innerhalb ihrer Fraktion vorliegen. 
Demgegenüber wurde durch eine geringe Antigenverdünnung, wie in der cDZ3 1 : 50 
Selektion, der Fokus auf hochdiverse scFv-Fragmente gelegt, wodurch die Identifikation 
einer hohen Anzahl verschiedener Binder zu erwarten war. Diese Beobachtung korreliert 
mit der Höhe des berechneten Anreicherungsfaktors und dem gemessenen 
Absorptionssignal im polyklonalen Phagen-ELISA (Kapitel 4.3.2). Je höher die 
Antigenverdünnung in der durchgeführten Selektionsrunde, desto geringer die Anzahl der 
rückgewonnenen scFv-Phagen und desto höher deren Bindeaktivität zum immobilisierten 
Antigen. Im Laufe des Auswahlverfahrens wurden sechs der acht identifizierten 
einzigartigen scFv-Antikörper verworfen. Die zwei ausgewählten Kandidaten zeigten ein 
Bindesignal auf viablen Zellen in der Konfokalmikroskopie. Damit ist auch hier eine 
100%ige Trefferquote für Binder zur Zellmembranaußenseite zu dokumentieren, wodurch 
die Eignung von MF als Selektions- und „screening“-antigen erneut bestätigt wurde.  
5.4 Die Sequenzanalyse der identifizierten scFv-
Fragmente 
Nachdem die monoklonalen Antikörperfragmente in drei unabhängigen Versuchen ihre 
spezifische Bindeaktivität bestätigt haben, wurde ihre scFv-DNA sequenziert und mit der 
Vector NTI 11 Software analysiert und translatiert. Die Proteinsequenz wurde nach den am 
häufigsten gebrauchten Kabat-Konventionen nummeriert und die hypervariablen Regionen 
CDR1-3 der schweren (VH) und leichten Kette (VL) lokalisiert.
151
 Diese wurden im 
Sequenzabgleich („alignment“) untereinander verglichen und auf ihre Einzigartigkeit 
untersucht. Da auf Grund der zur Selektion eingesetzten Tomlinson Bibliothek, wie 
erwartet, nur die V-Gene der VH3 Familie V3-23/DP-47 und JH4b sowie O12/O2/DPK9 
und Jκ1 für die Vκ1 Familie vorgefunden wurden,
11
 ist deren „framework“ identisch. Die 
Folge der Aminosäuren variiert ausschließlich in den diversifizierten CDR. Sie bilden das 
Paratop des rekombinanten scFv-Fragmentes und bestimmen die Spezifität und Affinität zu 
dem gebundenen Antigen.   
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Die Diversifizierung wurde dabei auf die folgenden 18 Positionen beschränkt: 
 H50, H52, H52a, H53, H55, H56, H58, H95, H96, H97 und H98 der VH  
 L50, L53, L91, L92, L93, L94 und L96 der VL  
Der Vergleich der einzigartigen scFv-Klone zeigte eine 92,5%ige Übereinstimmung der 
gesamten Aminosäuresequenz. Dabei waren 96,6 % der leichten Kette und 90,4 % der 
schweren Kette identisch. Wie erwartet war die prozentuale Diversität der CDR3 der VH 
(42,9 % identische Sequenz) im Vergleich zur CDR2 der VH (58,8 % identische Sequenz), 
CDR2 der VL (71,4 % identische Sequenz) und CDR3 der VL (44,4 % identische Sequenz) 
am höchsten. Um die Homologie der einzelnen identifizierten Binder zu untersuchen, 
wurde nach dem „Neighbor-Joining“-Verfahren eine phylogenetische Baumstruktur 
erstellt, in der die Sequenzdaten hierarchisch angeordnet sind. Zur räumlichen Darstellung 
der scFv-Moleküle wurden ihre Sequenzdaten computergestützt moduliert („molecular 
modelling“). Als Leitstruktur wurde die Moleküldatei mit der Information zur Art und 
Lage der Atome mit dem in der Proteindatenbank (Protein Data Bank, PDB) 
veröffentlichten Molekül 2ghwb
208
 (http://swissmodel.expasy.org/workspace/smtl 
/index.php?method=results&wt=1&pdbid=2ghwB) verglichen. Dabei wurden die CDR1 
und 2 der schweren sowie die CDR1-3 der leichten Kette anhand bestimmter Aminosäuren 
in Schlüsselpositionen innerhalb der CDR als auch im Grundgerüst den kanonischen 
Klassen zugeordnet.
209, 210
 Mit Hilfe der PyMOL Software wurden die Daten visualisiert 
und analysiert (Abb. 5–2).  
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Abb. 5–2. Räumliche Darstellung der scFv B3: Die „cartoon“-Darstellung erlaubt die Visualisierung der 
Sekundärstruktur der Proteine mit beta-Faltblatt (Pfeile) und Helix. Die schwere Kette (VH, dunkel grau, 
links) ist über den synthetischen „linker“ (schwarz) mit der leichten Kette (VL, hell grau, rechts) verbunden. 
Die CDR der VH sind in den Farben Rot (H1), Gelb (H2) und Orange (H3) und die der VL in den Farben Blau 
(L1), Grün (L2) und Türkis (L3) hervorgehoben. 
 
Durch den Vergleich der scFv-Sequenz des Klons B3 mit und ohne flexiblen 
(Gly4Ser)3-„linker“ konnte gezeigt werden, dass kein Unterschied in der Konformation 
besteht und somit ein Einfluss dieses Polypeptids auf die Antigenbindung nicht zu 
erwarten ist (Daten nicht gezeigt). Äquivalente Beobachtungen wurden für die 
Aminosäurereste gemacht, die am NH2 und COOH Terminus der scFv-Sequenz sitzen, 
jedoch nicht mehr Teil des scFv-Fragmentes sind. Entsprechend der Sequenzanalyse und 
der Aussage zur prozentualen Kongruenz zeigte die CDR3 der VH aller scFv-Klone bei der 
Überlagerung im dreidimensionalen „cartoon“-Modell die höchste Diversität der 
Konformation. 
linker
H2
H1
H3
L3
L1
L2
VL
VH
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5.4.1 Sequenzanalyse der Kasumi-1-spezifischen Binder 
Die Sequenzanalyse der neun identifizierten Kasumi-1 Binder ergab eine 92,5%ige 
Übereinstimmung der Aminosäurenabfolge. Da VH und VL jeweils aus einer Familie 
stammen, lag die Variabilität, wie angenommen, ausschließlich in deren CDR2 und 3 
(Abb. 5-3A). Da die Selektion auf ganzen Zellen unter Selektionsdruck auf 
internalisierende Phagen durchgeführt wurde, wurden während des Auswahlverfahrens 
positiver Phagen-Binder im ELISA zwei Fraktionen unterschieden: Elution- und 
Lysefraktion. Die Elutionfraktion enthielt dabei scFv-Phagen, die durch Verschiebung des 
pH Wertes auf pH 2 von der Zelloberfläche gelöst wurden. Erst im Anschluss wurden die 
internalisierten scFv-Phagen durch Zelllyse gewonnen und in der Lysefraktion vereinigt. 
Durch die Sequenzierung der positiven Phagen-Binder konnten Klone identifiziert werden, 
die exklusiv in der Elutionfraktion (E5) und Lysefraktion (B3, C10, D5 und G9) vorkamen. 
Vier weitere (C3, D2, D3 und D4) wurden sowohl in der Elution- als auch in der 
Lysefraktion gefunden. Der Vergleich der Aminosäuresequenz innerhalb ihrer Fraktion mit 
Hilfe des „Neighbor-Joining“-Algorithmus zeigte jedoch keinen erkennbaren 
Zusammenhang (Abb. 5-3B), so dass eine Klassifizierung nach anderen Kriterien 
vorgenommen werden muss. 
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Abb. 5-3. Sequenzanalyse der Kasumi-1-spezifischen Binder: A. Aminosäure „alignment“: Die 
„complementarity determining region“ (CDR) 2 und 3 der schweren (VH) und leichten (VL) Kette variieren 
untereinander mit unterschiedlicher Divergenz: grün: 100 % gleich, orange: 80-100 % gleich, pink: 60-80 % 
gleich, rot: < 60 % gleich. B. Darstellung der Kasumi-1-spezifischen Binder in einer phylogenetischen 
Baumstruktur, erstellt nach dem „Neighbor-Joining“-Algorithmus: Die laterale Distanz zwischen den Klonen 
ist proportional zu ihrer Homologie. Der gestrichelte Kreis deutet auf die identischen VH-Sequenzen der 
scFv-Klone D2 und D3. 
 
Die scFv-Klone D2 und D3 unterscheiden sich ausschließlich in der VL3-Sequenz, so dass 
es wahrscheinlich ist, dass die beiden scFv-Klone das gleiche Antigen erkennen, es 
allerdings mit unterschiedlicher Affinität (scFv D2: 159,4 ± 87,5 und scFv D3: 
404,4 ± 183,0) binden. Die Betrachtung dieser beiden scFv-Klone in der dreidimensionalen 
Überlagerung verdeutlicht die homologe Struktur ihrer hypervariablen Regionen 
(Abb. 5–4A). Sie erlaubte die Nebeneinanderstellung der unterschiedlichen 
Aminosäuresequenzen und den Vergleich möglicher polarer Kontakte intramolekular 
sowie zum gebundenen Antigen (Abb. 5–4B). 
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Abb. 5–4. Vergleichende dreidimensionale Darstellung zweier scFv-Klone: A. „cartoon“-Modelle der 
hypervariablen Region 2 und 3 der schweren (VH) und leichten (VL) Kette. Die Überlagerung des scFv-Klons 
D2 (grün) und D3 (blau) zeigt den marginalen Unterschied in der einzig variierenden Region L3 (Pfeil). 
B. „stick“-Modelle der VL3 Region der scFv D2 (links, grün) und D3 (rechts, blau) mit theoretischen polaren 
Kontakten (gestrichelte Linien, rot). Die potentielle Interaktion mit dem gebundenen Antigen unterscheidet 
sich lediglich in zwei Positionen (Pfeil). Grün, hellblau: Grundgerüst mit Kohlenstoff und 
Wasserstoffatomen, blau: Stickstoffatome, rot: Sauerstoffatome.  
 
5.4.2 Sequenzanalyse der cDZ-spezifischen Binder 
Die Sequenzanalyse der identifizierten cDZ-spezifischen Binder ergab eine 92,5%ige 
Übereinstimmung der Aminosäuresequenzen. Auf Grund der artifiziellen Diversifizierung 
konnte die Variabilität ausschließlich in den CDR2 und 3 der schweren und leichten Kette 
gefunden werden. Zur Isolation cDZ-spezifischer scFv-Fragmente wurden ausgehend von 
derselben zweiten Selektionsrunde zwei unterschiedliche Strategien für die dritte 
Selektionsrunde gewählt:  
VL3 der scFv D2 VL3 der scFv D3
A
B
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1. die Selektion von stark bindenden, cDZ-spezifischen scFv-Fragmenten auf einer 
Antigenverdünnung von 1 : 1000 (cDZ3 1 : 1000), 
2. die Selektion von hochdiversen, moderat bindenden cDZ-spezifischen scFv-
Fragmenten auf einer Antigenverdünnung von 1 : 50 (cDZ3 1 : 50). 
 
Beide Fraktionen wurden im monoklonalen Phagen-ELISA separat auf Bindeaktivität 
getestet. Nach scFv-„insert“-Amplifikation der identifizierten positiven Klone wurden die 
scFv-Fragmente sequenziert und auf ihre Übereinstimmung mit Hilfe der Vector NTI 11 
Software analysiert und annotiert (Abb. 5–5A). Unter den acht einzigartigen Klonen 
wurden vier (B8, B11, E6 und G7) ausschließlich innerhalb der cDZ 1 : 1000 Fraktion und 
einer (G11) in der cDZ 1 : 50 Fraktion identifiziert. Weitere drei (C2, C3 und E7) kamen 
sowohl in der cDZ 1 : 1000 Fraktion als auch in der cDZ 1 : 50 Fraktion vor. Die Analyse 
der Sequenz-Homologie mit Hilfe des „Neighbor-Joining“-Algorithmus zeigt jedoch 
keinen sichtbaren Zusammenhang dieser Klassifizierung. Lediglich die schwere Kette (VH) 
der scFv G11 scheint nach der Bewertung der lateralen Distanz zu den übrigen 
scFv-Fragmenten in der phylogenetischen Baumstruktur abgeschieden zu stehen 
(Abb. 5–5B). 
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Abb. 5–5. Sequenzanalyse der cDZ-spezifischen Binder: A. Aminosäure „alignment“: Die complement 
determining region (CDR) 2 und 3 der schweren (VH) und leichten (VL) Kette variieren untereinander mit 
unterschiedlicher Divergenz: grün: 100 % gleich, orange: 80-100 % gleich, pink: 60-80 % gleich, rot: < 60 % 
gleich. B. Darstellung der cDZ-spezifischen Binder in einer phylogenetischen Baumstruktur erstellt nach dem 
„Neighbor-Joining“-Algorithmus: Die laterale Distanz zwischen den Klonen ist proportional zu ihrer 
Homologie.  
 
5.5 Expression der selektionierten scFv-Antikörper 
In dieser Arbeit wurden mit Hilfe der „Phage Display“ Methode unter Einsatz der 
Tomlinson Bibliothek J spezifische scFv-Antikörper gegen die AML M2-abgeleitete 
Zelllinie Kasumi-1 und cDZ generiert. Nach dem Auswahlverfahren positiver 
scFv-präsentierender Phagenpartikel und der Charakterisierung ihrer spezifischen 
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Bindungsstärke zum Antigen, war die Beurteilung ihrer Bindeaktivität als lösliches 
scFv-Protein von zentraler Bedeutung. Sie erfolgte prokaryotisch und eukaryotisch.  
Für die ersten Untersuchungen wurden die selektierten monoklonalen „phagemids“ 
(pIT2 Vektor) in den „non-suppressor“ E. coli Stamm HB2151 transformiert. Dieser 
Stamm erkennt das „amber“ Stopcodon zwischen scFv und gIII und erlaubt somit die 
Expression löslicher scFv-Antikörper anstelle der scFv-pIII Fusionsproteine. Anschließend 
wurden die einzelnen löslichen scFv-Klone basierend auf dem Tomlinson Protokoll
211
 im 
Mikrotitermaßstab produziert und der scFv enthaltende Überstand im scFv-ELISA auf 
immobilisierten MF getestet. Obwohl zuvor im Phagen-ELISA eindeutig ein 
reproduzierbares positives Bindesignal, welches für die AML-spezifischen scFv-Phagen 
zusätzlich in der Durchflusszytometrie bestätigt werden konnte, gemessen wurde, konnte 
nur bedingt eine Bindung der löslichen scFv-Fragmente detektiert werden. Im Vergleich zu 
den gemessenen Daten der zuvor durchgeführten Phagen-ELISA Experimente, bei denen 
die pIII Deletionsmutante Hyperphage eingesetzt wurde, mag die geringere Signalstärke 
mit der geringeren Affinität der monomeren scFv durch den Verlust der höheren Avidität 
bei multivalentem „display“ auf dem Phagen zu erklären sein.7, 174 Des Weiteren bietet das 
scFv-präsentierende Phagensystem den Vorteil, dass etwa 2700 Kopien des „major coat 
protein“ pVIII mit Hilfe des HRP-markierten anti-M13 Antikörpers detektiert werden 
können, so dass das Signal um ein Vielfaches amplifiziert wird.
174, 212
 Der Nachweis des 
gebundenen scFv-Proteins erfolgte hingegen lediglich über ein einzelnes polyHistidin-tag, 
wodurch die Minimierung oder sogar der Verlust der Signalstärke der identifizierten scFv-
Phagen begründet sein kann. Um diese Gegebenheiten auszugleichen, sollte die im ELISA 
eingesetzte scFv-Konzentration erhöht werden. Da die produzierten scFv-Proteine durch 
die dem scFv-„insert“ genetisch vorgeschaltete pelB-Signalsequenz im Periplasma213, 214 
angereichert werden, konnten sie durch den osmotischen Aufschluss des Periplasmas 
gewonnen werden.
215
 Im Gegensatz zu einem kompletten Zellaufschluss ist der 
prozentuale Anteil der rekombinanten Proteine im Gemisch deutlich höher, der Anteil 
kontaminierender zytosolischer Proteine somit geringer. Gleichzeitig erlauben die im 
Periplasma vorkommenden Disulfid-Oxidoreduktasen (Ausbildung der Disulfidbrücken) 
und Chaperone (Proteinfaltung) die korrekte Faltung der scFv-Antikörper. Die Erhöhung 
der scFv-Konzentration durch den Einsatz dieses periplasmatischen Aufschlusses erzielte 
jedoch weiterhin keine reproduzierbar signifikanten Bindedaten. Ein weiterer 
Lösungsansatz, die scFv-Konzentration durch die scFv-Produktion im pET-basierten, T7 
Polymerase abhängigen pMT Expressionsvektor zu steigern, blieb ebenfalls erfolglos. Die 
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Erhöhung der Antigendichte führte zwar zu einem generellen Anstieg der 
Hintergrundabsorption, das Signal-Rausch-Verhältnis blieb jedoch unverändert.  
Des Weiteren ist ein Funktionalitätsverlust der löslichen scFv-Fragmente durch die 
Trennung des zuvor fusionierten pIII Proteins als mögliche Ursache denkbar. Vergleichbar 
zu der konstanten Region eines Volllängenantikörpers oder eines Fab-Fragmentes könnte 
das pIII Protein die Stabilität und die korrekte Konformation beeinflussen. Ohne dieses 
Protein sind die C-terminalen Aminosäuren, die sonst an die konstante Region grenzen, 
dem Lösungsmittel ausgesetzt. Es ist bekannt, dass die konstante Region, vor allem deren 
Disulfidbrücken, für den größten Teil der Bindungsenergie zwischen den beiden 
Antikörperketten von Volllängenantikörpern oder Fab-Fragmenten sorgen, weshalb diese 
vergleichsweise stabiler sind als scFv-Fragmente.
216
 Unterstützend zu dieser Theorie sind 
die Bindedaten der scFv-ETA` Immuntoxine (Kapitel 4.2.4.2) und der scFv-SNAP 
Fusionsproteine nach eukaryotischer Expression (Kapitel 4.2.3.4 und 4.2.3.5) zu 
betrachten, bei denen kein Funktionalitätsverlust beobachtet werden konnte. Zur 
Beurteilung der Bindeaffinität im ELISA und Durchflusszytometer wurden daher die 
generierten Daten der eukaryotisch exprimierten scFv-SNAP herangezogen. Der Vorteil 
der eukaryotischen Proteinexpression liegt in der Glykosylierung, die nicht nur häufig zur 
korrekten Faltung und Konformation der produzierten Proteine essentiell ist, sondern auch 
deren Löslichkeit verbessert. Innerhalb der scFv-Fragmente wurden mit Hilfe des 
NetNGlyc 1.0 Server
217
 zwei potentielle O- und eine N-Glykosylierungsstellen ermittelt. 
Derartige Motive können jedoch zu einem heterogenen Endprodukt führen, weshalb sie in 
der Regel durch eine gezielte Punktmutation eliminiert werden. 
Die eukaryotische Expression der scFv-SNAP Fusionsproteine erfolgte unter Zeocin-
Selektionsdruck nach transienter Transfektion des bicistronischen pMS Vektors in 
HEK 293T Zellen. Der Erfolg der Transfektion und Transkription der eingebrachten DNA 
wurde über die Intensität des Fluoreszenzsignals, welches durch das kotranslatierte eGFP 
verursacht wurde, im Fluoreszenzmikroskop bewertet. Die Menge des in das Medium 
sezernierten scFv-SNAP Proteins wurde durch die spezifische Detektion des SNAP-tag im 
Western Blot beurteilt. Eine quantitative Abschätzung im SDS-PAGE war auf Grund der 
scFv-SNAP Protein überlagernden Bande des zugesetzten FKS nicht möglich. Der Ansatz 
ohne FKS zeigte jedoch eine deutlich schwächere Konzentration an sezerniertem 
scFv-SNAP Protein und entsprechend ein schwächeres Absorptionssignal bei Einsatz im 
ELISA. Da nach der Reinigung im „batch“-Verfahren kontaminierende Reste des FKS 
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keinen störenden Einfluss auf die nachfolgenden Experimente hatten, wurden die 
produzierenden Zellen daher stets unter Zusatz von 10 % FKS kultiviert, um die optimale 
Nährstoffversorgung zu gewährleisten. ELISA Analysen dieser „batch“ gereinigten 
Proteine zeigten sogar eine relativ stärkere Bindung im Vergleich zu der hochreinen 
Elutionfraktion nach IMAC in der FPLC (Daten nicht gezeigt). Kontaminierende Proteine, 
wie das FKS oder andere nicht spezifizierte Proteine, scheinen somit einen positiven 
Einfluss auf die Stabilität und Bindung der scFv-SNAP Proteine zu ihrem Antigen zu 
haben. Für die Detektion der gebundenen scFv-SNAP Fusionsproteine im ELISA wurde 
der polyklonale Kaninchen anti-SNAP-tag Antikörper in Kombination mit dem HRP-
markierten polyklonalen anti-Kaninchen Ziegenantikörper verwendet. Durch den 
polyklonalen Charakter der Detektionsantikörper können mehrere Epitope des SNAP-tag 
erkannt werden, wodurch das Absorptionssignal amplifiziert wird und ein gutes Signal-
Rausch-Verhältnis zu messen war. 
5.6 Charakterisierung der selektionierten scFv-
Fragmente 
Voraussetzung für eine Differenzierung zwischen erkrankter und gesunder Zelle ist die 
tumorselektive oder assoziierte Expression von Oberfächenantigenen (TSA oder TAA).
218
 
Die Präsenz eines TSA ist meist durch die maligne Mutation der Chromosomen begründet. 
Nach reziproker Translokation kann es dabei zur Synthese von chimären, 
leukämiespezifischen Fusionsproteinen kommen (beispielsweise PML/RAR-α bei 
AML M3 oder BCR-ABL bei CML)
53
. Die bereits genannten Oberflächenmoleküle CD33 
und CD45 sind zwar vorzugsweise, aber nicht ausschließlich auf myeloiden Neoplasien 
exprimiert.
53
 Ihre immunologische Relevanz wird daher auch weiterhin erforscht.
73, 219
 
Eine spezifische Bindung der selektionierten scFv-Fragmente konnte sowohl im ELISA 
(Kapitel 4.2.3.4 und 4.3.4.3) als auch in durchflusszytometrisch-basierten Experimenten 
gezeigt werden (Kapitel 4.2.3.5). Die Charakterisierung ihres Bindeverhaltens wurde 
jedoch nicht auf ihre Spezifität begrenzt, sondern umfasste ebenfalls ihre Affinität und 
Kreuzreaktivität zu anderen Zelltypen. 
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5.6.1 Affinität  
Die Affinität ist die Stärke der Bindung eines Antikörpers an sein Antigen. Neben der 
Spezifität ist die Affinität der zweitwichtigste antigenabhängige Faktor, der über die 
Verwendbarkeit und Qualität eines Antikörpers entscheidet. Die Stärke der Bindung wird 
durch die Bindekonstante (KD), die ein Maß für die Reaktionsgeschwindigkeit darstellt, die 
sich zwischen den an das Antigen bindenden und davon abdissoziierenden 
Antikörpermolekülen einstellt, angegeben. Je mehr Antikörper im Gleichgewicht in 
gebundener Form vorliegt, desto besser ist die Affinität des Antikörpers für sein Antigen. 
Die Bestimmung der KD sollte idealerweise in Experimenten durchgeführt werden, in 
denen die Bindepartner Antikörper und Antigen in Lösung vorliegen. Verwendet man eine 
Methode, bei der ein Partner an eine feste Phase gebunden ist, wie beispielsweise die 
konventionelle ELISA Methode, weicht die ermittelte Konstante häufig von der Richtigen 
ab, da das Protein bei der Bindung an Plastikoberflächen partiell denaturiert werden kann, 
oder so haftet, dass das Epitop nicht zugänglich ist.
23
 Friguet et al.
220
 beschreibt die 
Entwicklung einer alternativen ELISA Methode zur Bestimmung der KD in Lösung. Dazu 
wird der Antikörper mit dem Antigen in Lösung bis zum Einstellen des Gleichgewichtes 
inkubiert und der ungesättigte Antikörperanteil im Anschluss durch einen indirekten 
ELISA bestimmt. Hervorzuheben bei dieser Methode ist der Vorteil, dass weder das 
Antigen noch der Antikörper modifiziert werden müssen und somit die Bindung 
unbeeinflusst bleibt. Gleichzeitig erlaubt sie auf Grund ihrer hohen Sensitivität die 
Detektion geringster Mengen freier Antikörper, wodurch auch die Messung hochaffiner 
Antikörper mit KD-Werten von 10
-9
-10
-11
 M ermöglicht wird.  
Benedict et al.
8
 erweitert die Bestimmung der KD um eine durchflusszytometrisch-basierte 
Messmethode. Das Antigen wird bis zu einem Sättigungsplateau mit steigenden 
Antikörperkonzentrationen inkubiert und die KD bei halbmaximaler Konzentration 
abgelesen. Antigen und Antikörper liegen - äquivalent zu Friguet et al. - in Lösung und in 
einem unmodifizierten Zustand vor, die Berechnung der Affinität erfolgt über die direkte 
Bestimmung der gebundenen Menge Antikörper. Der Goldstandard zur Bestimmung der 
Affinität ist die direkte Messung der Assoziation und Dissoziation mit Hilfe der „surface 
plasmon resonance“ Technologie (SPR, BIAcore) und Berechnung ihres Quotienten.221 
Das Antigen wird auf einer Chip-Oberfläche, an der eine Lösung von Antikörpern 
vorbeiströmt, immobilisiert.
221, 222
 Dabei kann man die Bindung der Antikörper an ihr 
Antigen über die Massenzunahme (Assoziationsrate) aufzeichnen. Lässt man den 
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Antikörper wieder weg, lösen sich die Antiköper vom gebundenen Antigen und man erhält 
eine Massenabnahmekurve (Dissoziationsrate). Durch das Immobilisieren funktionaler 
MF
221
 kann durch die SPR Technologie sogar die Affinität zu einem unbekannten Antigen 
bestimmt werden. Nachteil der SPR ist allerdings eine mögliche Fehlerquote bedingt durch 
den Effekt der Rückbindung, wodurch eine verlangsamte Dissoziation gemessen und damit 
eine erhöhte Affinität vorgetäuscht wird.  
Die in dieser Arbeit verwendete KD Bestimmungsmethode wurde in Anlehnung an 
Benedict et al. durchflusszytometrisch-basiert durchgeführt. Die antigenpräsentierenden 
Zellen lagen dabei in Suspension vor und die floureszenzmarkierten scFv-SNAP Proteine 
wurden als Lösung hinzugegeben, so dass die gewählten Bedingungen zur Bestimmung der 
funktionalen Bindeaffinität zu viablen Kasumi-1 Zellen optimal waren.
8
 Voraussetzung ist 
dabei eine nahezu 100%ige Kopplungseffizienz des SNAP-tag an das gewählte 
Fluorophor, da ungekoppelte scFv-Antikörper nicht detektiert und das Ergebnis durch 
kompetitive Bindung systematisch verfälschen würden. Die Kopplungsreaktion wurde 
daher stets mit einem Überschuss an SNAP-Substrat durchgeführt und die Effizienz im 
SDS-PAGE visuell überprüft. Trotzdem wurde im Einzelfall für die D4(scFv)-SNAP eine 
hohe Standardabweichung von ± 183,0 nM gemessen, die verdeutlicht, dass diese 
Fehlerquote nicht zu ignorieren ist. Eine weitere Begründung der schwankenden KD-Werte 
kann zusätzlich die unterschiedlich starke Expression der Oberflächenantigene zu 
unterschiedlichen Zellpassagen oder Zellzyklen sein. Da die Selektion auf ganzen Zellen 
durchgeführt wurde, kann keine Aussage über das gebundene Antigen gemacht werden. 
Die Anzahl der exprimierten Antigene konnte jedoch mit Hilfe der mittleren 
Fluoreszenzintensität (MFI) als Surrogatparameter nach Zugabe von maximal 2 µM 
scFv-SNAP Protein eingeschätzt werden. Dabei zeigten die scFv-SNAP Fusionsproteine 
C3, D2 und D3 eine maximale MFI > 25, was auf einen hohen Anteil gebundener scFv und 
somit eine hohe Anzahl des gebunden Antigen deutet (Abb. 5–6A). Im Gegensatz dazu 
liegt die maximale MFI der restlichen Binder unter sechs, wodurch auf eine niedrige 
Anzahl der entsprechenden Oberflächenantigene geschlossen werden kann (Abb. 5–6B). 
Für die weitere Charakterisierung der Affinität ist die Antigenidentifizierung unerlässlich. 
Die gemessenen KD-Werte dienen in dieser Arbeit der ersten Einschätzung und müssen 
nach Bekanntwerden des gebundenen Antigens unter verbesserten Bedingungen bestimmt 
werden. 
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Abb. 5–6. Vergleichende Darstellung der Affinitäten der einzelnen scFv-SNAP Fusionsproteine: Die im FL-1 
gemessene mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) ist gegen die steigende Konzentration der Vista 
Green-markierten scFv-SNAP Fusionsproteine aufgetragen. Dabei zeigen die Klone D3, D2 und C3 
maximale MFI Werte von 27,3 bis 49,1 (A) und die Klone G9, B3, D4, E5, D5 und C10 eine maximale MFI 
von 3,0 bis 9,1 (B).  
 
Für den praktischen Einsatz in laborüblichen „Assays“ sind Affinitäten im mikromolaren 
Bereich erforderlich. Sehr hochaffine Antikörper, wie der unter dem Handelsnamen 
LymphoCide
®
 zugelassene anti-CD22 Antikörper Epratuzumab, erreichen sogar 
Bindungskonstanten von 0,7 nM.
223
 Kieke et al.
224
 bezeichnet scFv mit einer KD unter 
1 nM als hochaffin. Im Vergleich zu weiteren unabhängigen Publikationen, die über eine 
KD von 7 nM
225
 bis 170 nM
205
 berichten, können die in dieser Arbeit selektionierten scFv-
Antikörper mit einer KD von 19,9 ± 2,5 nM bis 404,4 ± 183,0 nM in den mittleren Bereich 
der Bindestärke eingeordnet werden.
152, 226
 Mit fortlaufender Selektionsrunde wurde zur 
Isolation hochaffiner scFv-Fragmente von dem polyvalenten Hyperphagen auf den 
monovalenten Helferphagen gewechselt, sowie die Anzahl und die Länge der 
Waschschritte erhöht. Gleichzeitig wurde das Selektionsantigen nur geringfügig in den 
fortlaufenden Runden verdünnt, um auch moderat affine scFv-Klone zurückzugewinnen 
und somit die Diversität zu erhöhen.
22
 Da die scFv nicht mit dem Fokus auf sehr hohe 
Affinität selektioniert wurden, entsprach diese Beobachtung unseren Erwartungen. Je nach 
gewünschter Anwendung, diagnostisch oder therapeutisch, wäre eine Optimierung auch 
nach durchgeführter Selektion denkbar.
22
 
Die Verbesserung der Affinität der Antigenbindung wird von unserem Immunsystem durch 
somatische Hypermutation erreicht.
227
 Dabei werden Zufallsmutationen in einen das 
Antigen bereits bindenden B-Lymphozyten-Klon eingeführt und anschließend die Zellen 
selektiv vermehrt, deren mutierte Antikörper besser an das Antigen binden können.
228
 
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000
0
10
20
30
40
50
D3
D2
C3
Konzentration in nM
M
F
I 
im
 F
L
-1
A
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000
0
2
4
6
8
10
G9
B3
D4
C10
D5
E5
Konzentration in nM
M
F
I 
im
 F
L
-1
B
5 Diskussion 168 
Dieses Selektionsprinzip lässt sich auf Bakterien übertragen.
229
 Dabei stellt man in E. coli 
eine Vielzahl von Mutanten der bekannten Antikörpersequenzen her, um anschließend die 
besten Binder an das Antigen zu selektieren. Auf diese Weise konnte bereits eine mehr als 
hundertfache Verbesserung
230
 der Bindekonstante eines Antikörperfragmentes erreicht 
werden. Daneben ist auch das Einführen von Mutationen in der PCR eine gängige 
Methode. Während in der „error-prone“ PCR231, 232 die Mutationen willkürlich in alle 
Regionen eingefügt werden, können auch Regionen innerhalb der CDR, die 
erfahrungsgemäß zu einer erfolgreichen Affinitätssteigerung führen („hot spots“), 
zielgerichtet mutiert werden.
233
 Daneben stellt die randomisierte Neuverknüpfung der VH-
und VL-Fragmente durch eine Kreuzklonierung eine semirationale Affinitätserhöhung dar. 
Beim „chain shuffling“ wird eine der beiden Ketten (leichte oder schwere) konserviert und 
mit einem Repertoire der anderen, willkürlich mutierten Kette, kombiniert um eine 
sekundäre „Phage Display“ Bibliothek zur Selektion hochaffiner Binder zu generieren.234 
Durch diese synthetische Paarung sind auch Kombinationen realisierbar, die in vivo nicht 
vorkommen.
22
 Darüber hinaus besitzen scFv-Antikörper gegenüber ihrem entsprechenden 
Volllängenantikörper
235, 236
 eine niedrigere Affinität, bei dem die Bivalenz durch eine 
erhöhte Avidität eine höhere Affinität vermittelt. Neben den genannten in vitro 
Affinitätsreifungen kann die Bindestärke daher durch die Klonierung multivalenter 
Konstrukte verbessert werden, wie am Beispiel des IgM Antikörpers beobachtet werden 
konnte.
22
 Neben der Klonierung zu Volllängenantikörper, F(ab)2-Fragmenten und 
„minibodies“7, 237, können durch die Verkürzung des „linker“-peptids zwischen VH und VL 
„diabodies“ und „triabodies“ geformt werden.238, 239 Die produzierten Fv-Antikörper 
können anschließend nicht mehr zu einem Monomer gefaltet werden und lagern sich daher, 
je nach „linker“-länger, zu Di- oder Trimeren zusammen.240 Dadurch könnte die apparente 
Affinität der scFv-Konstrukte verdoppelt oder verdreifacht werden. 
5.6.2 Kreuzreaktivität 
Charakteristisch für die Antikörper-Antigen Interaktion ist die hohe Spezifität und Affinität 
der Bindung. Es ist dennoch möglich, dass spezifische Antikörper auch andere Antigene 
als das ursprüngliche Immunogen erkennen. Dieses Phänomen wird als Kreuzreaktivität 
bezeichnet.
241
 Da die Identität und die Anzahl der exprimierten Antigene nicht bekannt 
sind, kann die kreuzreaktive Bindung der selektionierten scFv-Fragmente zu anderen 
Zelltypen nicht vorhergesagt werden. Sie musste empirisch ermittelt werden. Dazu wurden 
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die scFv-SNAP Fusionsproteine in durchflusszytometrisch oder ELISA-basierten Analysen 
untersucht. In dieser Arbeit wurde dabei nicht spezifiziert, ob ein positives Bindesignal auf 
einem anderen Zelltyp durch Erkennen des gleichen Antigens, des gleichen Epitops oder 
eines dem Zielantigen sehr ähnlichen Epitops beruhte. 
5.6.2.1 Die kreuzreaktive Bindung der Kasumi-1-spezifischen scFv  
Die AML-Subtypen M0-7 nach FAB Klassifikation grenzen sich auf Grund ihrer 
myeloischen Ausreifung zytogenetisch, morphologisch und phänotypisch voneinander ab. 
Bei der Kasumi-1 Zelllinie, die für die Selektion AML-spezifischer scFv-Fragmente 
gewählt wurde, handelt es sich um eine AML mit Ausreifung (M2). Sie ist in ihrer 
Entwicklung der M0 (AML mit minimaler Differenzierung) und M1 (AML ohne Reifung) 
am nächsten. Bei allen drei Zelltypen handelt es sich um unausgereifte Blasten der 
granulozytären Zellreihe mit unterschiedlichem Ausreifungsgrad. Eine kreuzreaktive 
Bindung wäre daher möglich und für die diagnostische und therapeutische Relevanz sogar 
wünschenswert. Da Dantas-Barbosa et al.
192
 keine Spezifitätserhöhung durch die 
Einführung eines einzelnen Depletionsschrittes vor der dritten Selektionsrunde berichtete, 
wurden die scFv-Phagen vor jeder Runde mit dem Depletionsantigen vorinkubiert. Eine 
Kreuzreaktivität zu gesunden PBMC wurde durch diese Strategie erfolgreich 
ausgeschlossen. 
Wie erwartet, konnten keine kreuzreaktiven Bindesignale zu den getesteten, nicht 
verwandten Zelllinien FG und L3.6pl (Pankreaskarzinom-Zelllinie), LNCap 
(Prostatakarzinom-Zelllinie) sowie HEK 293T (Humane embryonale Nieren-Zelllinie) 
beobachtet werden. Auch die getesteten AML-Zelllinien HL-60, U937, KG-1, 
Mono-Mac-1 und SH-2 zeigten kein positives Bindesignal in der durchflusszytometrischen 
Analyse der Vista Green-markierten scFv-SNAP Proteine. Eine Verlagerung der 
Zellpopulation konnte jedoch nach Inkubation der D4(scFv)-SNAP (9,17 %) und 
G9(scFv)-SNAP (28,08 %) mit der GF-D8 Zelllinie dokumentiert werden 
(Kapitel 4.2.3.6). Die aus der Literatur bekannte Immunologie dieser Zelllinien ermöglicht 
eine Eingrenzung der gebundenen Antigene über das Ausschlussverfahren. Für die 
selektionierten scFv-Fragmente kann somit das Erkennen der immunphänotypischen 
Oberflächenmarker CD4, CD13, CD15, CD33, CD34 sowie des humanen 
Leukozytenantigens HLA-DR ausgeschlossen werden. Durch das gemessene positive 
Signal nach Inkubation der scFv D4 und G9 mit den Zelllinien AMO-1, RPMI-8226 und 
U-266 (Multiples Myelom Zelllinien) kann eine Bindung des CD38 nicht ausgeschlossen 
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werden (Tab. 5-2). Zytogenetische Untersuchungen der getesteten Zelllinien haben gezeigt, 
dass ihr molekulares Profil stark konserviert vorliegt und eine eindeutige Korrelation zu 
dem Genexpressionsmuster des entsprechenden Patientenmaterials besteht. Die genannten 
Zelllinien stellen daher ein sinngetreues Modell zur Untersuchung leukämischer 
Erkrankungen dar und erlauben somit eine vorläufige Einschätzung oder sogar eine 
Übertragung der in dieser Arbeit dokumentierten Ergebnisse des Bindeverhaltens der scFv-
Fragmente auf primärem Zellmaterial.
242
  
Tab. 5-2. Immunologie relevanter Zelllinien.
243
  
Zelllinie CD4 CD13 CD15 CD33 CD34 CD38 CD71 HLA-DR 
Kasumi-1 + + + + + + + + 
         
HL-60 + + + + - k.A. k.A. k.A. 
         
U-937 + k.A. + + - k.A. k.A. k.A. 
         
KG-1 k.A. + + + + k.A. k.A. k.A. 
         
SH-2 + + + + - k.A. k.A. + 
         
Mono-Mac-1 k.A. + + k.A. - k.A. k.A. k.A. 
         
GF-D8 k.A. + - + - k.A. k.A. k.A. 
         
AMO-1 k.A. k.A. k.A. k.A. - + k.A. + 
         
RPMI-8226 k.A. - (+) k.A. - + k.A. + 
         
U-266 k.A. - k.A. k.A. - (+) k.A. + 
k.A.: keine Angaben 
 
5.6.2.2 Die kreuzreaktive Bindung der cDZ-spezifischen scFv 
Für eine erfolgreiche Isolation spezifischer Antikörperfragmente mit Hilfe der „Phage 
Display“ Technologie ist ein hochreines Antigen von großer Bedeutung. Die 
Kontaminierung mit einem anderen (immunogeneren) Antigen birgt die Gefahr der 
Selektion irrelevanter scFv-Fragmente. Eine effektive Selektion spezifischer Binder gegen 
das gewünschte Antigen ist nicht mehr möglich. Die in dieser Arbeit zur Herstellung von 
funktionalen MF eingesetzte cDZ Population war im Mittel zu 79,2 % rein. Mehr als 20 % 
bestanden daher aus Fremdmaterial, wie canine hämatopoetische Stammzellen oder 
Fibroblasten. Der Anteil an adhärenten Fibroblasten konnte durch die isolierte Gewinnung 
von flotierenden Zellen minimiert werden. Der resultierende Reinheitsgrad war jedoch auf 
Grund unterschiedlich starker Pipettiervorgänge schwankend. Eine reine canine 
Fibroblastenpopulation zur eindeutigen Analyse der Bindeaktivität der isolierten und 
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charakterisierten scFv-SNAP Proteine C2 und C3, um eine positive Bindung ausschließen 
zu können, stand in dieser Arbeit nicht zur Verfügung. Die Untersuchung des 
Internalisierungsverhaltens der scFv-SNAP Konstrukte im Opera System erlaubte die 
Betrachtung der viablen Zellen im Konfokalmikroskop. Nach der Übernachtaufnahme 
wurde die Zellpopulation zusätzlich im Lichtmikroskop auf adhärente Fibroblasten 
angeschaut (Daten nicht gezeigt). Da keine adhärenten Zellen identifiziert werden konnten, 
konnte ausgeschlossen werden, dass das gemessene Binde- und Internalisierungssignal von 
caninen Fibroblasten stammte. 
Die ELISA-basierte Analyse der Kreuzreaktivität zu cDZ-Chargen von sieben Individuen 
zeigte ein stark heterogenes Bindesignal der selektionierten scFv-Fragmente 
(Kapitel 4.3.4.4). Für diese Beobachtung sind zwei mögliche Begründungen denkbar: 
1. Die ausdifferenzierten cDZ wurden in einem Zeitraum von 11-14 Tagen nach 
Knochenmarkaspiration geerntet. Der Zeitpunkt der Ernte wurde nach 
morphologischen Kriterien nach mikroskopischer Betrachtung bestimmt. Auf 
Grund des ungleich langen Kultivierungszeitraums ist mit Schwankungen in der 
Oberflächenantigenexpression zu rechnen. Hägglund et al.
244
 zeigte selbst für einen 
konstanten Erntezeitpunkt nach 14-tägiger Kultivierung ein unterschiedliches 
Expressionsmuster der Oberflächenantigene CD1c, CD11c, CD14, CD34. Es ist 
daher mit einer unsteten Anzahl der exprimierten Oberflächenantigene von 
Zellcharge zu Zellcharge auszugehen. 
2. Für die Dauer der drei Selektionsrunden sowie für die Auswahl der positiven 
Binder im monoklonalen Phagen-ELISA wurde ausschließlich die Zellcharge des 
Individuums 5834 verwendet. Da die Selektion auf MF und nicht gegen ein 
definiertes Antigen durchgeführt wurde, kann nicht ausgeschlossen werden, dass es 
sich bei dem gebundenen Antigen um ein Isotypen-spezifisches Epitop handelt. Für 
die darauffolgenden Experimente wurden dagegen Zellchargen von sechs anderen 
Individuen verwendet, bei denen das gebundene Antigen fehlt oder geringer 
exprimiert vorliegen könnte.  
 
Während für die erste Problematik eine Vereinheitlichung der Oberflächenexpression nur 
schwer zu erreichen ist, könnte die zweite durch eine Anpassung der Selektionsstrategie 
gelöst werden. Durch den Einsatz eines Chargengemisches während der Selektion und die 
anschließende Auswahl spezifisch bindender scFv-Fragmente auf MF einzelner 
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Individuen, könnte der Fokus schon von Beginn an auf kreuzreaktive Klone gelegt werden. 
Isotypen-spezifische Binder würden die gewünschten Kriterien nicht erfüllen und daher 
nicht weiter bearbeitet. Dieser Vorschlag wurde allerdings von den Kooperationspartnern 
abgelehnt, da die erforderliche Menge an Zellmaterial aus kosten- und 
arbeitsaufwandbedingten Gründen nicht geleistet werden konnte.  
5.7 Die potentiell diagnostische Anwendung der 
selektionierten scFv-Fragmente 
Die diagnostische Anwendung der cDZ-spezifischen scFv-Antikörper: 
Tumorzellen zeigen im Vergleich zu gesunden Zellen ein verändertes 
Proteinexpressionsmuster. Durch ihre divergente Oberflächenantigenexpression werden sie 
daher meist von Immunzellen in einem als „immunosurveillance“ (Immunüberwachung) 
bezeichneten Prozess erkannt und eliminiert. Die DZ spielen dabei eine zentrale Rolle in 
der Initiierung als auch in der Regulation der Immunantwort.
245
 In der initialen Phase 
dieser immunologischen Regulation nehmen sie Zellmaterial der entarteten Zelle auf und 
zerlegen es während der Prozessierung in kleine Peptidfragmente. Die Aufnahme 
fremdartiger Antigene löst die Maturierung zur reifen DZ aus und bewirkt, dass sie zu den 
drainierenden sekundären Lymphorganen wandert. Dort präsentiert sie die prozessierten 
Antigene über einen Antigen-MHC Komplex und aktiviert über die Interaktion mit nativen 
B- und T-Lymphozyten die antigenspezifische, zelluläre Immunantwort.
246
 Die 
zytolytische Aktivität der CD8+ T-Zellen spielt dabei die wichtigste Rolle
247
, um die 
erkannten Tumorzellen auszuschalten. Einige entartete Zellen schaffen es jedoch, diesen 
Angriff zu überleben und werden der immunologischen Regulation gegenüber sogar 
tolerant. Sie beginnen durch unkontrollierte Proliferation und Expansion zu einem 
bösartigen Tumor heranzuwachsen.  
Die während der „Immunosurveillance“ erkannten Antigene werden in tumorassoziierte 
(TAA) und tumorspezifische Antigene (TSA) unterteilt.
67
 Während man die TSA selektiv 
auf der Tumorzelle findet, kommen die TAA auch auf gesunden Zellen vor, sie werden 
jedoch von der malignen Zelle stark überexprimiert. Beide Formen stellen geeignete 
Zielobjekte für eine onkologische Immuntherapie dar.
248
 Die derzeit am häufigsten 
angewandte Methode der aktiven Immuntherapie ist die Entnahme von autologen Zellen 
und deren Differenzierung und Beladung mit patientenspezifischem Tumorantigen ex vivo. 
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Anschließend werden die reifen DZ reinfudiert und wandern in die umliegenden 
sekundären Lymphorgane, wo sie die tumorantigenspezifische zelluläre Immunantwort 
auslösen.
110
 Jüngste präklinische Studien haben gezeigt, dass der Erfolg dieser DZ-
basierten Vakzinierung vor allem durch die geringe Anzahl, der in die Lymphorgane 
gelangten DZ, limitiert ist.
249
 Die verlässliche und selektive Betrachtung des 
Migrationsverhaltens der injizierten DZ könnte daher wichtige Erkenntnisse zur 
Verbesserung der Vakzinierungsstrategie bringen. Die aktuellen bildgebenden 
Technologien, wie die Szintigraphie
250
 mit radioaktiv markierten Substanzen oder die 
Magnetresonanztomographie
251
 mit supermagnetischen Eisenoxid Partikeln, sind für diese 
Fragestellung nur begrenzt einsetzbar.
252
 Die direkte Visualisierung der Migration mit 
Hilfe von DZ-spezifischen Antikörpern würde es erlauben, den Verlauf der 
Vakzinierungstherapie zu beobachten und anhand der gewonnenen Erkenntnisse deren 
Effizienz zu erhöhen.  
 
Die diagnostische Anwendung der AML-spezifischen scFv-Antikörper: 
Die Diagnostik der AML wird standardmäßig über ein Stufenschema durchgeführt. Nach 
der primären Diagnostik durch die Anamnese und die Anfertigung eines 
Differentialblutbildes in der ersten Stufe, kann in der zweiten Stufe der Verdacht auf AML 
mit Hilfe einer Knochenmarkpunktion bestätigt oder unwahrscheinlich werden.
253
 Die 
morphologische Untersuchung des Knochenmarkaspirates mit Hilfe von zytochemischen 
Färbungen ist auch heute noch die Goldstandardmethode zur Identifizierung der AML-
Subtypen und bildet die Basis für das FAB Klassifizierungssystem. Ergänzend dazu hat 
sich die Immunphänotypisierung, die Identifizierung immunologischer Oberflächenmarker 
mit Hilfe von spezifischen Antikörpern, als wertvolle Hilfe in der AML-Diagnose 
erwiesen. Vor allem wenn die leukämischen Blastzellen morphologisch indifferent 
erscheinen und zytochemische Reaktionen negativ befunden wurden, ist sie unerlässlich 
zur Spezifizierung des AML-Subtyps.
254
 Dabei bietet die durchflusszytometrisch-basierte 
Analyse mehrere Vorteile, wie beispielsweise die hohe Sensitivität, die Möglichkeit die 
Antigenexpression gleichzeitig zu quantifizieren sowie Doppelfärbungen durchzuführen, 
und ist daher häufig die Methode der Wahl zur Immunphänotypisierung.
255
 Demgegenüber 
steht die immunhistologische Untersuchung von Stanzbiopsien des Knochenmarkgewebes 
als alternative Methode. Neben ihren offensichtlichen Vorteilen, wie die Kosteneffizienz, 
die Möglichkeit der retrospektiven Analyse und der gleichzeitigen Betrachtung 
morphologischer Charakteristika im Gewebe, ist sie im Falle einer gescheiterten 
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Knochenmarkaspiration (Punctio sicca, trockene Punktion) die einzig verfügbare Methode 
zur Diagnose und Klassifizierung der AML. Neben den Unterscheidungsgruppen CD11b, 
CD13, CD14, CD15, CD33, CD34, CD42b, CD61 und CD71 wird bei der histologischen 
Immunphänotypisierung auf das Vorhandensein der Oberflächenmarker Glykophorin A 
und HLA-DR sowie auf Myeloperoxidaseaktivität getestet. Da für die AML-Subtypen 
nicht immer ein eindeutiges Antigenmuster zu finden ist, ist das Hinzuziehen der 
morphologischen Unterscheidungsmerkmale für das Zuordnen in eine Klasse unerlässlich. 
Die Identifizierung von neuen, typenspezifischen Antigenen wäre daher für eine 
Verbesserung der Diagnose hinsichtlich der Einfachheit und Eindeutigkeit von großer 
Bedeutung. 
Die selektionierten und SNAP fusionierten scFv-Fragmente wurden auf ihre selektive 
Bindeaktivität mittels immunhistochemischen Färbungen auf FFPE Beckenkammbiopsien 
getestet. Ein signifikant positives Bindesignal konnte für die scFv-SNAP Konstrukte G9, 
D3, D4 und E5 auf Beckenkammbiopsien für mindestens zwei getestete AML-Patienten 
bestätigt werden (Kapitel 4.2.3.9). Die positive Bindeaktivität in situ bestätigt somit erneut 
die Korrelation der AML M2 abgeleiteten Zelllinie Kasumi-1 zu primärem Zellmaterial 
(Kapitel 5.6.2.1). Da gegen ganze Zellen selektioniert wurde, kann über das gebundene 
Antigen keine eindeutige Aussage getroffen werden. Auf Grund des identischen 
Entwicklungsverlaufes gesunder und maligner hämatopoetischer Zellen bis zum 
Differenzierungsstop der leukämischen Blasten, ist allerdings die Bindung eines 
überexprimierten TAA wahrscheinlich. Eine Kreuzreaktivität zu gesundem Gewebe ist 
daher zu erwarten, sie wurde jedoch in dieser Arbeit nicht untersucht, da hier nur eine 
frühzeitige Auswahlmethode potentieller Kandidaten für weitere präklinische 
Untersuchungen angewendet werden sollte. Durch die Quantifizierung der Bindeaktivität 
einzelner scFv-SNAP Klone könnte zwischen malignem und gesundem Gewebe 
unterschieden werden. Eine semiquantitative Methode zur Bewertung der Bindeaktivität 
könnte in Zukunft mit Hilfe der „H-score“ Ermittlung gemacht werden, bei der die 
Prozentsätze der Färbeintensität ermittelt werden.
256
 Stark gefärbte Zellen werden mit dem 
Faktor 3, mittel gefärbte Zellen mit dem Faktor 2 und schwach gefärbte Zellen mit dem 
Faktor 1 multipliziert und die Produkte addiert. Die Summe kann somit einen Wert von 0-
300 annehmen. Somit können auch heterogen gefärbte Gewebeschnitte untereinander 
verglichen werden. Ursprünglich wurde diese Methode zur Quantifizierung steroidaler 
Hormonrezeptoren beschrieben, deren Expression visuell von erfahrenen Pathologen 
eingeschätzt wurde.
257
 Diese subjektive Klassifizierung kann mittlerweile durch die 
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objektive Analyse mit Hilfe eines Algorithmus ersetzt werden.
258
 Des Weiteren soll zur 
Steigerung der statistischen Signifikanz zu einem späteren Zeitpunkt die 
Stichprobenanzahl erhöht werden. Schließlich hängt jedoch der potentielle Einsatz der 
scFv-Fragmente in der pathologischen Routine von dem gebundenen Antigen ab. Es ist 
daher unerlässlich seine Identität zu ermitteln. Erst dann kann eine endgültige Aussage zu 
der Bindeaktivität getroffen und eine Auswahl für weitere Untersuchungen gemacht 
werden. 
5.8 Die potentiell therapeutische Anwendung der 
selektionierten scFv-Fragmente 
Die in dieser Arbeit generierten cDZ-spezifischen scFv-Antikörper wurden mit dem Ziel 
entwickelt, das Migrationsverhalten der in der Vakzinierungsstrategie eingesetzten cDZ zu 
überwachen. Damit soll die Qualität der Vakzinierung beobachtet und durch die 
gewonnenen Erkenntnisse verbessert werden. Über dieses diagnostische Ziel hinaus wäre 
deren Einsatz in der aktiven Immuntherapie denkbar. Dazu wurden die selektionierten 
cDZ-spezifischen scFv-Antikörper in konfokalmikroskopisch-basierten Versuchen auf ihr 
internalisierendes Potenzial untersucht. Eine eindeutige zelluläre Aufnahme konnte für das 
C3(scFv)-SNAP Fusionsprotein beobachtet werden. Daher wäre einen Anwendung dieser 
scFv in der Vakzinierungsstrategie denkbar. Die derzeit angewandte Methode der DZ 
Isolation, ex vivo Transfektion mit Targetantigen oder DNA (Kapitel 1.3.2) und 
anschließender Reinfusion ist sehr aufwendig, kostenintensiv und artifiziell. Eine 
Applikation der gewünschten Zielantigene als Fusion an cDZ-spezifische scFv-Antikörper 
würde eine direkte in vivo Vakzinierung erlauben. Wie schon bei den ex vivo 
Vakzinierungen, könnte der therapeutische Effekt durch die Kombination mit 
zytostatischen Medikamenten zur Eliminierung regulatorischer T-Zellen gesteigert 
werden.
110
 Eine gleichzeitige Gabe von immunstimulierenden Zytokinen würde die 
Effektivität der modulierten Immunantwort zusätzlich verbessern.  
 
Im Gegensatz zu der aktiven Immuntherapie, stellt die Administration von 
Antikörperfragmenten oder deren Fusionsproteinen zur gezielten Zerstörung von malignen 
Zellen eine passive immuntherapeutische Strategie dar. Maligne hämatologische 
Erkrankungen, wie die AML, eignen sich besonders gut für eine immuntherapeutische 
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Behandlung, da die Targetzellen sich in der Blutbahn befinden und somit direkt zugänglich 
für intravasal applizierte Substanzen sind.
101
 Trotz neu entwickelter Therapieansätze 
erleiden je nach Subtyp 33-78 %
259
 der Patienten nach erfolgter Remission einen Rückfall 
und 70 % der AML Diagnosen enden tödlich.
43
 Dabei korreliert die Wahrscheinlichkeit 
eines Rezidivs mit der Anzahl der residualen Blasten nach kompletter Remission 
proportional. Experimentelle und klinische Studien der letzten Dekade haben gezeigt, dass 
die gezielte Behandlung der leukämischen Blasten mittels spezifischer Antikörpern die 
Rezidivrate nach erfolgter Remission verringern kann und so eine vielversprechende 
Therapiestrategie darstellt.
80
 Die immuntherapeutisch-basierte Therapie mit Hilfe von 
Immuntoxinen strebt eine selektive Zerstörung der Tumorzelle an, ohne die gesunden 
Zellen zu schädigen. Diese als „drug targeting“ bezeichnete Strategie kann in der 
zielgerichteten Tumortherapie eingesetzt werden, um minimale Resterkrankungen zu 
eliminieren und dadurch die rezidivfreie Zeit verlängern. Durch die zielgerichtete 
Auslieferung der Moleküle wird die Effizienz erhöht und die systemische Toxizität 
verringert. Für diese Strategie ist die Internalisierung der Rezeptor-gebundenen Moleküle 
erforderlich. Dabei aktiviert das spezifisch gebundene Antikörper-Konjugat seinen 
Zielrezeptor. Es kommt zur Homo- und Heterodimerisierung oder 
Konformationsänderung
152
 und anschließender Endozytose in das Zellinnere.
260
 Die an den 
Antikörper konjugierte Effektordomäne kann dann im Zytosol den therapeutischen Effekt, 
wie beispielsweise die Induktion des apoptotischen Programms, auslösen. Beispiele für 
derartige Immuntherapeutika sind Immuntoxine,
261
 Immunliposome,
262
 Antikörper-
Arzneimittel Konjugate
263
 und Antikörper-DNA Fusionen
264
. Die in dieser Arbeit 
selektionierten scFv-Antikörper gegen die AML-abgeleitete Zelllinie Kasumi-1 wurden in 
durchflusszytometrisch und konfokalmikroskopisch-basierten Versuchen auf ihr 
internalisierendes Potenzial untersucht. Eine eindeutige zelluläre Aufnahme konnte für die 
scFv-SNAP Fusionsproteine C3, G9, D2 und D3 beobachtet werden. Zur selektiven 
Schädigung und Vernichtung der krankhaften Blasten wurden die internalisierenden scFv-
Fragmente mit einer toxischen Effektordomäne fusioniert. Die rezeptorvermittelte 
Endozytose sollte dabei das Einschleusen von toxischen Effektordomänen ins Innere der 
Zelle erlauben. Von den vier als internalisierend charakterisierten scFv-Fragmenten zeigte 
nur das Immuntoxin C3(scFv)-ETA` mit einer IC50 von 265,2 ± 0,2 nM eine toxische 
Wirkung auf den Kasumi-1 Zellen. Die Viabilität der Kasumi-1 Zellen nach Inkubation mit 
bis zu 1 µM der übrigen drei Immuntoxine unterschied sich jedoch nicht von der der 
Negativkontrollen. Innerhalb der gemessenen Konzentrationen konnten somit keine 
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IC50-Werte ermittelt werden. Da die Bindeaktivität sowie die Stabilität der Konstrukte in 
durchflusszytometrisch- und gelelektrophoretisch-basierten Analysen bestätigt wurde, 
konnte der Verlust der Funktionalität der Immuntoxine ausgeschlossen werden. Vielmehr 
ist die Begründung der geringen oder fehlenden Effektivität auf anderen Ebenen zu 
vermuten. Der Mechanismus der zellulären Aufnahme des Immuntoxins ist für die 
effektive Wirksamkeit des ETA` essentiell. Dabei wird das Membran-gebundene 
Immuntoxin in Form von Endozytose-Vesikeln aufgenommen, die zu den Trans-Golgi-
Zisternen wandern. Dort wird es durch retrograden, vesikulären Transport zu den Cis-
Golgi-Zisternen und schließlich zum ER gebracht bevor es in das Zytosol freigesetzt wird. 
Die Umlenkung des retrograden in einen lysosomalen Transport ist mit dem 
proteolytischen Abbau der endozytierten Immuntoxine verbunden, wodurch diese ihre 
zytolytische Funktion verlieren. In konfokalmikroskopisch-basierten 
Internalisierungsversuchen konnte nach Inkubation der Kasumi-1 Zellen mit Alexa 
Fluor 647-markierten scFv-SNAP Proteinen ein diffuses Fluoreszenzsignal im gesamten 
Zytosol beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Es kann daher angenommen werden, 
dass nach spezifischer Endozytose ein lysosomaler Abbau der Fusionsproteine zur 
gleichmäßigen Verteilung des Fluorophors innerhalb der Zelle geführt hat. Ob die 
lysosomale Proteolyse zu der beobachteten Unwirksamkeit der internalisierten 
Immuntoxine geführt hat, soll in kommenden Experimenten durch Blockade des 
lysosomalen „trafficking“ untersucht werden. Eine verminderte Empfindlichkeit oder sogar 
eine Resistenz von Zellen gegenüber ETA` kann beispielsweise durch einen 
posttranskriptional veränderten Elongationsfaktor-2 (EF-2) begründet sein, der der 
toxinkatalysierten ADP-Ribosylierungen gegenüber resistent ist.
265
 Die EF-2 Mutante kann 
neben dem EF-2 Wildtyp vorliegen und so die Toxizität deutlich abschwächen. Des 
Weiteren wurde gezeigt, dass die Protease Furin für die Spaltung des 37 kDa aktiven 
ETA`-Fragmentes essentiell ist. Ein Defekt des Furin kodierenden Gens vermittelt somit 
die Resistenz gegenüber dem aufgenommenen Immuntoxin.
266
 Mögliche Ursachen für die 
Ineffizienz der Immuntoxine, bei denen das EF-2 der Ribosylierung gegenüber sensitiv ist, 
können in der Art der Ligandenbindung, der Aufnahme oder des intrazellulären 
Transportes des Toxins liegen.
267
  
Die Sequenzanalyse des verwendeten ETA`-Fragmentes enthält die für die Toxizität 
essentiellen Motive innerhalb der Translokationsdomäne (Aminosäure 274-280 
RHRQPRG) und am C-Terminus (Aminosäure 609-613 REDLK). Von der ursprünglichen 
Sequenz abweichende identifizierte Mutationen (Aminosäure 389, 432, 505, 540) betreffen 
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keine bekannten essentiellen Bereiche und blieben daher unbeachtet. Zur Verbesserung der 
ETA`-Aktivität wurden nach Literaturangaben bereits verschiedene Varianten produziert. 
Es wurde beobachtet, dass durch den Austausch des C-Terminus mit dem ER 
Erkennungsmotiv KDEL eine mindestens zweifach stärkere Toxizität generiert werden 
konnte.
268, 269
 In Kompetitionsanalysen mit dem Wildtyp konnte eine verstärkte Bindung 
zum KDEL-Rezeptor beobachtet werden. Die erhöhte Aktivität kann somit durch den 
effizienteren Transport des Toxins vom transretikulären Golgi-Apparat zum ER, wo es in 
das Zytosol transloziert wird, begründet werden.
270
 Mere et al. konnte durch die Variation 
der Translokationsdomäne einen siebenfachen Anstieg der ETA`-Toxizität dokumentieren. 
Durch die eingefügte Mutation wird die normalerweise bei Ansäuerung der endosomalen 
Vesikel initiierte Konformationsänderung und somit die Insertion in die endosomale 
Membran, die für die Translokation des Toxins in das Zytosol essentiell ist, favorisiert.
271
 
Die gleiche Arbeitsgruppe konnte 2011 durch die Fusion mit einem bovinen 
pankreatischen Trypsininhibitor an die toxische Domäne sogar eine 20-40fache Steigerung 
der ETA`-Toxizität zeigen. Diese Antiprotease verhinderte die endosomale Proteolyse und 
damit die intrazelluläre Degradation des ETA`, wodurch es nicht länger durch 
Säugerzellproteasen neutralisiert werden konnte.
272
 Neben den genannten Variationen der 
Effektordomäne ist die Effektivität von Immuntoxinen ebenfalls durch die Erhöhung der 
Valenz der Bindedomäne steigerungsfähig. So konnte in unserer Arbeitsgruppe eine 
10fach höhere in vitro Toxizität des bivalenten gegenüber des monovalenten 
H22(scFv)-ETA` Konstrukts gezeigt werden.
273
 
In den letzten Dekaden wurde für den „epidermal-growth-factor–receptor“ und weitere 
Rezeptor-Tyrosinkinasen beobachtet, dass für die Stimulierung der Endozytose und die 
Internalisierung des Binders die Dimerisierung der Rezeptoren durch bivalente Antikörper 
notwendig ist.
274, 275
 Die Erhöhung der Valenz kann bereits während der Selektion durch 
den ausschließlichen Einsatz des Hyperphagen erreicht werden. Die löslichen scFv-
Proteine können dagegen als „diabody“ „minibody“, Volllängenantikörper oder F(ab)2-
Fragmente kloniert werden (Kapitel 5.6.1). Es konnte allerdings gezeigt werden, dass auch 
monovalente scFv- oder Fab-Fragmente endozytiert werden können, jedoch mit deutlich 
geringerer Effizienz,
9, 152
 die unter anderem durch die niedrigere Affinität begründet sein 
kann.
276, 277
 Das Monomer imitiert dabei den natürlichen Liganden und führt somit zur 
Rezeptoraggregation und anschließender Endozytose.
194, 278
 Da die scFv-ETA` Konstrukte 
als Monomere vorliegen, kann dieser Mechanismus für die internalisierenden 
selektionierten scFv-Konstrukte vermutet werden.  
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Die in der Literatur beschriebenen Ansätze zur Erhöhung der Immuntoxizität monovalenter 
scFv-Konstrukte, deren niedrige Effektivität nicht durch die beschriebenen ETA`-
betreffenden Argumente begründet ist, sind vielfältig. Barrett et al.
71
 beschreibt den 
therapeutischen Einsatz von ATRA in Kombination mit Valproinsäure, der die NKG2D-
Liganden Expression auf der Targetzelle erhöht. Damit wird den NK-Zellen eine höhere 
Immunogenität vermittelt und deren zytotoxische Effizienz verbessert. Zusätzlich konnte 
gezeigt werden, dass die zytolytische Effizienz von der Zielrezeptorexpression auf der 
zellulären Oberfläche abhängig ist. Nach der Koadministration von Substanzen, die einen 
steigernden Einfluss auf die Antigenexpression haben, konnte in vergleichenden 
Experimenten eine deutlich stärkere Zytotoxizität beobachtet werden.
279
 Schlussfolgernd 
ist somit die zytolytische Aktivität umso höher, je stärker das Zielantigen auf der 
Zelloberfläche exprimiert wird. Die nur schwache Expression des Zielantigens des in 
dieser Arbeit beschriebenen Immuntoxins C3(scFv)-ETA` wäre daher eine rationale 
Erklärung für den IC50 Wert von 265 nM. Diese Vermutung wird durch die 
durchflusszytometrisch-basierte Bindeaktivitätsuntersuchung des C3(scFv)-SNAP Proteins 
gestützt, bei der nur eine moderate verschobene Zellpopulation zu messen war 
(Abb. 4–15e). 
Des Weiteren wurde durch die Koadministration von Standardchemotherapeutika
80, 280
 
oder verschiedener manipulativer Agentien wie Cycloheximid
148
, Chloroquin
281
, 
Cyclosporin A
282, 283
, Dexamethason und Valproinsäure
284
 ein additiver Effekt der 
zytotoxischen Aktivität und somit eine Verbesserung der Effektivität berichtet. Eine 
Verbesserung der Immuntoxinaufnahme soll durch die Zugabe des amphiphilen Endo-
Porter
285, 286
 Peptids erreicht werden. Das Einschleusen der Moleküle ist dabei nicht 
Rezeptor-vermittelt, vielmehr werden die Immuntoxine gleichzeitig in den von den Endo-
Porter Peptiden ausgebildeten endosomalen Vesikeln aufgenommen. Die Aufklärung 
möglicher Risiken bei in vivo Applikation sowie ihre klinische Relevanz für die 
Tumortherapie stehen noch aus. 
Obwohl die genannten Strategien entwickelt wurden, um „multi-drug“-Resistenzen 
entgegenzuwirken, zeigen sich bereits jetzt neue Mechanismen, die zu einem schlechteren 
Ansprechen der Therapie führen. Des Weiteren zeigen die Immuntoxine durch die 
Spezifität zu einem TAA zwar eine bevorzugte Bindung der malignen Zellen, dennoch 
können unspezifische Nebenwirkungen durch die Präsenz des gebundenen Antigens auf 
gesundem Gewebe auftreten. Die größte Herausforderung bei rekombinanten 
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Immuntoxinen bleibt jedoch ihre Immunogenität, da diese ihren Ursprung meist aus 
Bakterien oder Pflanzen haben.
287
 Ein Ansatz um eine unerwünschte Reaktion des 
Immunsystems zu verhindern ist die Identifizierung der immundominanten Epitope und 
deren Depletion.
288
 Dabei konnte die Immunogenität deutlich gesenkt werden ohne das 
zelltoxische Potenzial zu beeinflussen.
98, 288
 Eine andere Herangehensweise ist der 
Austausch der immunogenen gegen eine nicht-immunogene Toxindomäne, wie die in 
unserer Arbeitsgruppe untersuchten humane Ribonuklease Angiogenin
109
, die 
Serinprotease Granzyme B
289
 und die Serin/Threoninkinase DAPK2 („death-associated 
protein kinase“ 2)277. Die Wirksamkeit dieser humanen Toxine wurde bereits mehrfach 
bestätigt.
277, 290, 291
 Durch das Fehlen einer Translokationsdomäne wird jedoch eine 
vergleichsweise geringere toxische Effektivität beobachtet. Das Einfügen einer 
äquivalenten Domäne würde die effiziente Freisetzung der toxischen Domäne in das 
Zytosol erhöhen und somit die Toxizität steigern. Eine 10fache Steigerung der Toxizität 
konnte bereits in früheren Arbeiten unserer Arbeitsgruppe für Immuntoxinkonstrukte mit 
Adapterpeptiden gezeigt werden.
292
 Laufende Experimente deuten darauf hin, dass die 
Inkorporation eines Adapterpeptides zwischen Antikörper- und Toxindomäne die toxische 
Aktivität der humanen Konstrukte auf eine mit ETA` vergleichbare Effizienz erhöhen 
kann. 
6 Ausblick  
Die Hauptursache nach kompletter Remission ein Rezidiv zu erleiden ist die minimale 
Resterkrankung (MRD). Dabei konnte eine positive Korrelation zwischen der Anzahl der 
residualen malignen Zellen und dem rezidivfreien Überleben sowie dem Gesamtüberleben 
beobachtet werden.
293
 Die Immuntherapie mit antikörperbasierten Therapeutika stellt auf 
Grund ihrer Spezifität eine potente Alternative zur chemotherapeutischen 
Postremissionstherapie für die Behandlung der MRD dar. In dieser Arbeit wurden 
spezifischen Antikörperfragmente gegen die AML M2-abgeleitete Zelllinie Kasumi-1 
generiert und ihre Bindeeigenschaften charakterisiert. Zur Entwicklung eines AML-
spezifischen Immuntoxins wurden scFv-Fragmente mit einer verkürzten Variante des 
Pseudomonas Exotoxin A (ETA`) fusioniert und ihr zytotoxisches Potenzial gegen AML-
Zelllinien untersucht. Dabei wurde für C3(scFv)-ETA` ein spezifischer 
proliferationshemmender und apoptoseinduzierender Effekt auf Kasumi-1 Zellen gezeigt. 
Die toxische Wirkstärke des rekombinanten Immuntoxins wurde über ihren IC50-Wert 
bestimmt und zeigte mit 265 nM eine vierfach geringere Wirkstärke als von unserer 
Arbeitsgruppe bereits beschriebene, ETA´-basierte Immuntoxine. Weiterführende 
Untersuchungen werden sich daher mit der Erhöhung des zytotoxischen Potenzials 
befassen bevor präklinische in vivo Versuche im NOD/SCID Mausmodell geplant werden 
können. Unter den diskutierten Möglichkeiten, wie die Erhöhung der Internalisierungsrate 
durch Endo-Porter Peptide, die Steigerung der Valenz durch die Konstruktion bivalenter 
Antikörperfragmente oder die Einflussnahme auf die Oberflächenantigenexpression der 
Zielzellen, stellt die Koadministration von Adjuvanzien (Kapitel 5.8) zur Erhöhung der 
Zellsensitivität eine vielversprechende Strategie dar. Da es sich dabei um bereits 
zugelassene Arzneimittel handelt (Chloroquin, Dexamethason und Valproinsäure), deren 
Daten in zahlreichen klinischen Studien die amerikanische und europäische 
Zulassungsbehörde von ihrer Unbedenklichkeit überzeugten haben, ist das Verfolgen 
dieses Ansatzes im Hinblick auf eine Kombinationstherapie rational. Durch die 
Koadministration könnte die zytotoxische Aktivität des C3(scFv)-ETA` Immuntoxins unter 
Beibehaltung der Spezifität für maligne Zellen erhöht werden. Diese Untersuchung ist 
jedoch nicht auf das Immuntoxin C3(scFv)-ETA` beschränkt. Sie wird ebenfalls auf die 
internalisierenden Konstrukte G9(scFv)-ETA`, D2(scFv)-ETA` und D3(scFv)-ETA` 
ausgeweitet werden, für die im getesteten mikromolaren Konzentrationsbereich keine 
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proliferationshemmende Wirkung beobachtet werden konnte. Des Weiteren soll der 
Einfluss von Inhibitoren des lysosomalen „trafficking“ auf die zytolytische Wirksamkeit 
des ETA` auf mehreren Ebenen untersucht werden. 
Mit den vier nicht-internalisierenden scFv-Proteinen B3, C10, D5 und D4 dagegen kann 
eine ganz andere Strategie zur Entwicklung AML-spezifischer Immuntherapeutika verfolgt 
werden. Bei der antikörperbasierten Enzym-„prodrug“-Therapie („antibody directed 
enzyme prodrug therapy“, ADEPT) wird das spezifische Antikörperfragment an ein 
Enzym fusioniert. Nachdem das Fusionsprotein über das spezifische scFv-Fragment die 
maligne Zelle gebunden hat, wird eine inerte Vorstufe eines niedermolekularen 
Wirkstoffes verabreicht. Der Wirkstoff wird selektiv am Tumor durch das Enzym in seine 
aktive Form umgewandelt, wodurch eine erhöhte Effektivität und eine verringerte 
unspezifische Toxizität im Vergleich zu der alleinigen Gabe des Wirkstoffes gegeben 
ist.
109, 294
 Weitere Fusionspartner nicht-internalisierender Antikörperfragmente können 
Radioisotope wie Astat
211
, Iod
131
, Rhenium
188
, Technetium
99m
 oder Yttrium
90
 sein, die 
nach Bindung an die Zielzelle diese durch ihre Strahlung schädigen. Die Konstruktion von 
bispezifischen Molekülen oder Fc-Fusionen würde es erlauben Immunzellen gezielt zu den 
Tumorzellen zu lenken, um diese zu bekämpfen.
234
 
Neben ihrem therapeutischen Einsatz stellen die isolierten Antikörperfragmente ein 
wertvolles diagnostisches Werkzeug zur Differenzierung von gut- und bösartigen Zellen 
im Gewebe dar. Insgesamt vier scFv-SNAP Proteine haben eine positive Färbung von 
FFPE Zellmaterial AML-diagnostizierter Patienten gezeigt. Derzeitige Untersuchungen 
werden mit dem Ziel durchgeführt, ihre Spezifität durch Ausschluss einer Kreuzreaktivität 
zu gesundem Gewebe von Lunge, Herz, Leber, Nebennierenbecken sowie 
Beckenkammbiopsien gesunder Probanden zu bestätigen. Parallel dazu ist die Etablierung 
der Immunfluoreszenz im FFPE Gewebe ein zentraler Punkt der Weiterentwicklung. Sie 
erlaubt die gleichzeitige Visualisierung bekannter AML-spezifischer Marker mit der des 
unbekannten scFv-gebundenen Antigens. Die Doppelfärbung einer Zellpopulation würde 
die Spezifität der scFv-SNAP Proteine zu malignen Zellen bestätigen. Die Identifikation 
des gebundenen Antigens bleibt jedoch unabdingbar. Eine mögliche Methode ist dabei die 
Immunpräzipitation, bei der die erkannten Proteine angereichert und isoliert werden, was 
im Folgenden ihre Identifikation durch massenspektrometrische Analysen ermöglicht. 
Derzeitige Experimente versuchen diese Methode mit Hilfe des EGFR-spezifischen 
425(scFv)-Proteins auf EGFR+ Zellen zu etablieren. Dabei erstrecken sich die Analysen 
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über die spezifische Reinigung und Detektion des solubilisierten EGFR mit Hilfe des 
425(scFv)-SNAP Fusionsproteins. Im Vergleich zum Identifizierungsansatz anderer 
Arbeitsgruppen wurde die eingesetzte scFv-Proteinkonzentration von maximal 2 µg als 
niedrig eingestuft. Der Einsatz von bis zu 25 µg ist möglich und wird in kommenden 
Experimenten in Betracht gezogen.
295
 Des Weiteren ist der Verdau mit N-Glykosidasen 
wie der PNGase F gut für die Entschlüsselung des Antigentyps geeignet. Zur späteren 
Identifikation des gebundenen Epitops stellt die SEREX Selektion eine etablierte Methode 
dar. 
 
Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurden zwei spezifische Antikörperfragmente 
gegen canine dendritische Zellen (cDZ) generiert. Die DZ vermag das adaptive 
Immunsystem zu aktivieren, koordinieren und regulieren und wird daher in derzeitigen 
onkologischen Vakzinierungsstrategien eingesetzt. Die generierten scFv-Fragmente sollen 
in zukünftigen Forschungsarbeiten zur Beobachtung („monitoring“) des DZ 
Migrationsverhaltens nach deren Injektion dienen. Dabei ist ihr Einsatz vorerst in der 
in vitro Diagnostik an Biopsien der drainierenden peripheren Lymphorgane denkbar, um 
die unterschiedlichen DZ-Populationen und deren Verhalten zu differenzieren. Die 
gewonnen Erkenntnisse sollen zur Verbesserung der DZ-Vakzinierungsstrategie im 
caninen Großtiermodell beitragen. Die genetische Varianz des caninen Immunsystems 
ähnelt dabei dem des Menschen sehr stark, so dass eine gute Übertragbarkeit auf das 
humane System gegeben ist. Dadurch können die Ergebnisse zur Steigerung der 
Vakzinierungseffizienz in der aktiven Immuntherapie maligner Erkrankungen im 
Menschen beitragen. Zusätzlich wurde für das C2(scFv)-SNAP Fusionsprotein die 
intrazelluläre Aufnahme gezeigt. Dieses Internalisierungsverhalten erweitert das potentielle 
Anwendungsspektrum und ermöglicht den Entwurf einer in vivo Vakzinierungsstrategie. 
Ein derartiger Ansatz wäre durch die Fusion eines spezifischen Tumorantigens an die cDZ-
spezifische scFv denkbar. Durch die antikörpervermittelte, spezifische Bindung an 
Oberflächenmoleküle der unreifen DZ würde das Tumorantigen selektiv zur DZ 
herangebracht. Die Aufnahme und Prozessierung des Antigens könnten so die 
tumorspezifische Immunität auslösen.  
7 Zusammenfassung 
In den letzten Jahren hat die onkologische Immuntherapie als adjuvante Strategie und 
sogar in der Erstlinientherapie zur Behandlung maligner Erkrankungen zunehmend an 
Bedeutung gewonnen. Den größten Bestandteil bilden dabei monoklonale Antikörper, 
deren Fragmente und Konjugate. Sie sind mittlerweile fester Bestandteil einiger 
Behandlungskonzepte in der Krebstherapie. Ihr Vorteil liegt in der Differenzierung 
zwischen gesunder und erkrankter Zelle durch die spezifische Identifizierung des 
Zielantigens. Maligne hämatologische Erkrankungen, wie die akute myeloische Leukämie 
(AML), eignen sich besonders gut für eine immuntherapeutische Behandlung, da sich die 
Zielzellen in der Blutbahn befinden und somit direkt zugänglich für intravasal applizierte, 
antikörperbasierte Immuntherapeutika sind. Obwohl das zytostatische Therapiekonzept 
bedeutende Fortschritte gemacht hat, ist die 5-Jahres-Überlebensrate nach AML Diagnose 
in den letzten Dekaden nicht über 24 % gestiegen. Gründe dafür liegen in der multiplen 
Chemotherapieresistenz sowie in einer sich der Chemotherapie entziehenden minimalen 
Resterkrankung, die mit einer erhöhten Rezidivrate und einer ungünstigen Prognose 
einhergehen. Die Entwicklung neuartiger Immuntherapeutika könnte eine positive 
Auswirkung auf die Lebensqualität und sogar eine verbesserte Überlebensrate von 
Krebspatienten bringen. Die erste Zielsetzung dieser Arbeit beinhaltete die Generierung 
AML-spezifischer Antikörperfragmente (scFv) mit Hilfe der „Phage Display“ 
Technologie. Dabei gelang es, eine Selektionsmethode auf einer AML-abgeleiteten 
Zelllinie in Suspension zu etablieren, bei der der Fokus auf internalisierenden scFv-
Antikörpern lag. Es wurden neun zelloberflächenbindende scFv-Antikörper isoliert, deren 
funktionale Bindeaffinität als SNAP-tag Fusionsprotein im nanomolaren Bereich lag. Vier 
davon zeigten eine positive Färbung von Formalin-fixierten und Paraffin-eingebetteten 
(FFPE) Beckenkammbiopsien AML-diagnostizierter Patienten in der Immunhistochemie. 
Diese vielversprechenden Ergebnisse lassen auf deren möglichen Einsatz in der 
Differentialdiagnostik der AML hoffen. Ihre Relevanz für die diagnostische Routine kann 
jedoch erst nach Identifikation des gebundenen Antigens zuverlässig abgeschätzt werden. 
Des Weiteren zeigten vier der selektionierten scFv-Antikörper in der Konfokalmikroskopie 
und Durchflusszytometrie Internalisierungsverhalten und wurden daher durch Fusion an 
die zelltoxische Domäne ETA` zu Immuntoxinen funktionalisiert. Das Immuntoxin 
C3(scFv)-ETA` zeigte dabei eine proliferationshemmende und apoptoseinduzierende 
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Aktivität auf den AML Zellen in vitro. Die gemessene Zytotoxizität mit einer IC50 von 
265 nM soll in zukünftigen Arbeiten durch verschieden Strategien, wie beispielsweise die 
Koadministration von Adjuvanzien oder die Erhöhung der Antigenexpression, noch 
gesteigert werden. Es besteht daher auch weiterhin Hoffnung auf eine mögliche 
therapeutische Anwendung dieses Immuntoxins zur effizienten, selektiven Schädigung und 
Vernichtung von AML-Zellen. 
 
Neben dieser passiven Immuntherapie besteht die Entwicklung aktiver Immuntherapien, 
die eine patienteneigene Immunantwort gegen die malignen Zellen provozieren. Dabei 
steht die Vakzinierung mit dendritischen Zellen auf Grund ihres effektiven 
immunstimulatorischen Potenzials im Vordergrund klinischer und präklinischer 
Forschungsarbeiten. Der Erfolg dieser Strategie ist stark abhängig von der Migration der 
injizierten DZ in die drainierenden peripheren Lymphorgane. Zur Verbesserung dieser 
onkologischen Vakzinierungsstrategie bedarf es daher einer zuverlässigen Aufklärung 
ihres Migrationsverhaltens nach ihrer Administration. In der zweiten Zielsetzung dieser 
Arbeit sollten spezifische scFv-Antikörper gegen canine dendritische Zellen (cDZ) unter 
Anwendung der „Phage Display“ Methodik generiert werden. Die Selektion wurde gegen 
ein unbekanntes Antigen auf biologisch aktiven Membranfragmenten der generierten cDZ 
Zellpopulation (Prof. Junghanß, Universität Rostock) durchgeführt. Es konnten acht cDZ-
spezifische scFv-Fragmente im monoklonalen Phagen-ELISA identifiziert werden. Eine 
reproduzierbare Bindung wurde jedoch nur für die scFv-Antikörper C2 und C3 im 
scFv-ELISA bestätigt. Der Erfolg dieser scFv-Isolation war zu Beginn dieser Arbeit 
ungewiss, weil die Selektion auf dem Zellmaterial eines einzelnen Hundes durchgeführt 
wurde. Da die scFv-Fragmente in ihrer späteren Anwendung auch Zellen anderer Hunde 
der gleichen Rasse spezifisch erkennen sollten, war die gewünschte Kreuzreaktivität eine 
zentrale Fragestellung in der Charakterisierung ihrer Bindeeigenschaften. In über 70 % der 
getesteten Zellchargen konnten wir eine positive Bindung der beiden scFv-SNAP 
Fusionsproteine dokumentieren. Im Hinblick auf weiterführende Arbeiten haben wir das 
Internalisierungsverhalten der scFv untersucht und die zelluläre Aufnahme des 
C2(scFv)-SNAP Fusionsproteins beobachtet. Zukünftige Forschungsarbeiten könnten die 
Untersuchung einer in vivo Vakzinierungstrategie durch das selektive Herantragen 
tumorspezifischer Antigene mit Hilfe eines C2(scFv)–Antigen Fusionsproteins beinhalten. 
 
8 Summary 
Over the last years, cancer immunotherapy has gained great significance in adjuvant 
settings and first-line treatment of oncologic malignancies. Therein, monoclonal 
antibodies, their fragments and conjugates play a crucial part in specific immunotherapy 
and have now become a part of standard cancer treatment. Due to their ability to 
specifically identify their target antigen, they reliably differentiate between benign and 
malignant cells. Hematologic malignancies as the acute myeloid leukemia (AML) for 
example, are ideal for a treatment with antibody-based drugs. The reason is that malignant 
cells are often intravascular and therefore accessible to intravenously administered 
immunotherapeutic agents. Although the cancer treatment regime has been improved 
significantly over the last decades, the 5-year survival rate is still only 24 %. The high 
mortality correlates with a high relapse rate after complete remission leading to a bad 
prognosis. The major cause for relapse is the minimal residual disease, a small number of 
leukemic cells that remain after remission. The development of novel AML-specific 
immunotherapeutic agents would have benefits for the patient´s quality of life and may 
prolong the relapse-free survival. Therefore, we aimed to generate specific scFv-antibody 
fragments using the Phage Display Technology. Using a whole cell panning strategy on an 
AML-derived cell line, we set the selection pressure on internalizing scFv-fragments. Nine 
sequence unique scFv-antibodies binding to the cell surface were identified, revealing a 
nanomolar binding affinity as scFv-SNAP-tag fusion proteins. Four of them showed a 
positive staining on formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) bone marrow tissue of AML 
diagnosed patients in immunohistochemistry. These observations are the first promising 
results for the development of a novel diagnostic tool in AML. However, the identity of the 
bound antigen remains unknown and has to be elucidated to assess the relevance of scFv 
for diagnostic purposes. Moreover, four scFv-antibodies proofed to internalize into the cell 
cytosol by confocal microscopy and flow cytometry. Consequently, they were fused to a 
truncated version of Pseudomonas Exotoxin A (ETA`) for recombinant immunotoxin 
construction. The immunotoxin C3(scFv)-ETA` was shown to inhibit cell proliferation and 
to induce apoptosis in AML-derived cells with an IC50 of 265 nM in vitro. Subsequent 
studies aim to increase the cytotoxic potential of this molecule via either the addition of 
adjuvant reagents or the upregulation of surface antigen expression. The data obtained in 
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this thesis demonstrate a putative novel immunotherapeutic approach for effective and 
selective targeting of leukemic cells in AML therapy. 
In contrast to this passive approach, active cancer immunotherapy induces a patient‟s 
tumor specific immune response. Most clinical and preclinical studies focus on cancer 
vaccination with systemically administrated dendritic cells (DC), due to their high 
immunostimulating potential. A major prerequisite for a successful tumor vaccination is an 
efficient DC migration to the peripheral lymphoid organs. Monitoring the DC migration 
behavior after their reinjection would give precious insights which might help to improve 
the vaccination strategy. Therefore, we aimed to select specific scFv-antibodies against 
canine dendritic cells (cDC) using the Phage Display Technology. After the biopanning on 
functional membrane fragments of freshly generated cDC (Prof. Junghanß, University of 
Rostock), we identified eight unique cDC-specific scFv-antibodies in monoclonal phage-
ELISA. Two binders designated C2 and C3 confirmed reproducible binding activity in 
scFv-ELISA when expressed as soluble proteins. The selection was carried out on cDC 
membrane fragments of only one dog, but future applications will require the cross-
reactive binding of several cDC of the same breed. Therefore, we checked for cross-
reactivity to allogeneic cell membranes. At least 70 % of the tested membranes were 
specifically bound by the fusion proteins C2(scFv)-SNAP and C3(scFv)-SNAP, thereby 
demonstrating a positive cross reactivity. Additionally, we checked for internalization 
behavior in confocal microscopy and observed cellular uptake of C2(scFv)-SNAP when 
incubated with viable cDC under physiologic conditions. These characteristics would 
allow a targeted delivery and processing of tumor specific antigen by the DC when fused 
to the selected C2(scFv). Further studies could evaluate the use of such a recombinant 
fusion protein for the development of a putative in vivo vaccination strategy. 
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A Anhang 
A.1 Mutagenese Primer 
Oligonukleotid- 
Bezeichnung 
Primer-Sequenz in 5´- 3´ 
Kasumi-1-spezifische Binder 
B3 sense GTC TCA GCT ATT GGT GTT CAG GGT GAT CGG ACA GCG 
antisense CGC TGT CCG ATC ACC CTG AAC ACC AAT AGC TGA GAC 
C10 sense GAG TGG GTC TCA ATT ATT CAG CCG ACG GGT CGG AAG  
antisense CTT CCG ACC CGT CGG CTG AAT AAT TGA GAC CCA CTC  
D5 sense GAG TGG GTC TCA ACT ATT CAG CAG TAT GGT ACG CCG  
antisense CGG CGT ACC ATA CTG CTG AAT AGT TGA GAC CCA CTC  
G9 sense G GAG TGG GTC TCA ACT ATT GCT CAG AAG GGT CTG C  
antisense G CAG ACC CTT CTG AGC AAT AGT TGA GAC CCA CTC C  
C3 sense G GAG TGG GTC TCA GCT ATT CAG CAG CGG GG  
antisense CC CCG CTG CTG AAT AGC TGA GAC CCA CTC C  
D2 sense CAG AAG CTG GGT CGG CAG ACA GCG TAC GCA GAC TCC  
antisense GGA GTC TGC GTA CGC TGT CTG CCG ACC CAG CTT CTG  
D3 sense CAG AAG CTG GGT CGG CAG ACA GCG TAC GCA GAC TCC  
antisense GGA GTC TGC GTA CGC TGT CTG CCG ACC CAG CTT CTG  
D4 sense GTC TCA TCG ATT TCT CAG CGG GGT CGG AAG ACA CTG  
antisense CAG TGT CTT CCG ACC CCG CTG AGA AAT CGA TGA GAC  
E5 sense GTC TCA ACG ATT GGT CAG GCG GGT TCT CGG ACA TTG  
antisense CAA TGT CCG AGA ACC CGC CTG ACC AAT CGT TGA GAC  
cDZ-spezifische Binder 
E7 sense G ATT GAT CCG ATG GGT GCT CAG ACA TAT TAC GCA GAC  
antisense GTC TGC GTA ATA TGT CTG AGC ACC CAT CGG ATC AAT C 
C2 sense CTG GAG TGG GTC TCA CAG ATT ACG CCT GCG GGT G 
antisense C ACC CGC AGG CGT AAT CTG TGA GAC CCA CTC CAG 
B11 sense GAG TGG GTC TCA ACG ATT CAG GGG CGT GGT CAT AGG 
antisense CCT ATG ACC ACG CCC CTG AAT CGT TGA GAC CCA CTC  
G7 sense GAG TGG GTC TCA ACT ATT CAG CCG CTG GGT ATT TCG 
antisense CGA AAT ACC CAG CGG CTG AAT AGT TGA GAC CCA CTC 
E6 sense GTC TCA ACG ATT ACG CAG AGT GGT GCG AGG ACA TCG 
antisense CGA TGT CCT CGC ACC ACT CTG CGT AAT CGT TGA GAC 
G11 sense G GTC TCA ACG ATT AGG GAT CAG GGT CTT CAT ACA ACT TAC GC 
antisense GC GTA AGT TGT ATG AAG ACC CTG ATC CCT AAT CGT TGA GAC C 
C3 sense G GAG TGG GTC TCA AGT ATT AAT GGT CAG GGT ATG ATG 
antisense CAT CAT ACC CTG ACC ATT AAT ACT TGA GAC CCA CTC C  
B8 sense G GAG TGG GTC TCA AGT ATT ACT AAG CAG GGT GTT CAT AC 
antisense GT ATG AAC ACC CTG CTT AGT AAT ACT TGA GAC CCA CTC C 
 
A Anhang II 
A.2 Aminosäurenomenklatur nach IUPAC 
Aminosäure Einbuchstabencode 
Alanin A 
Arginin R 
Asparagin N 
Asparaginsäure D 
Cystein C 
Glutamin Q 
Glutaminsäure E 
Glycin G 
Histidin H 
Isoleucin I 
Leucin L 
Lysin K 
Methionin M 
Phenylalanin F 
Prolin P 
Serin S 
Threonin T 
Tryptophan W 
Tyrosin Y 
Valin V 
A.3 Tabellarische Zusammenfassung der scFv-Charakteristika 
Tab. 8-1. Charakteristika der selektionierten scFv-Antikörperfragmente: Die selektionierten Klone sind als moderat (+) und stark (++) kategorisiert. Kriterien sind im ELISA 
die Absorptionswerte (+: < 5x, ++: > 5x größer als der Absorptionswert der Negativkontrollen), in der Durchflusszytometrie der prozentuale Anteil an verschobenen Zellen 
im Fluoreszenzkanal (+: < 60%, ++: > 60%), in Internalisierungsversuchen und der Immunhistochemie die visuelle Stärke des vesikulären Signals. k.A.: keine Angaben. 
Fraktion 
scFv-
Klone 
Vorkommen im 
Phagen-ELISA 
Bindeaktivität der 
scFv-Phage 
Bindeaktivität der 
scFv-SNAP-tag Affinität Internalisierung IHC 
      ELISA FACS ELISA FACS KD ± SD in nM FACS Konfokal  
Kasumi-1-spezifische scFv-Klone 
Elution E5 1x +  +  +  +  155,8 ± 57,3 -  - ++ 
Lysis 
B3 13x ++ ++ ++ +  25,2 ± 1,2 -  - - 
C10 3x ++ ++ +  +  179,7 ± 8,6 -  - - 
D5 6x ++ ++ ++ ++ 54,1 ± 8,3 -  - - 
G9 1x ++ ++ ++ ++ 62,9 ± 6,8 ++ + ++ 
beide 
C3 8x +  ++ +  ++ 63,9 ± 8,3 ++ ++ - 
D2 13x +  ++ +  ++ 159,4 ± 87,5 ++ ++ - 
D3 3x +  +  +  ++ 404,4 ± 183,0 +  ++ + 
D4 2x ++ ++ ++ ++ 19,9 ± 2,5 -  - ++ 
cDZ-spezifische scFv-Klone 
1 : 50 G11 1x ++ k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. 
1 : 1000 
G7 1x ++ k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. 
E6 1x ++ k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. 
B8 1x + k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. 
B11 3x + k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. 
beide 
C3 3x ++ k.A. + k.A. k.A. k.A. ++ k.A. 
C2 6x ++ k.A. + k.A. k.A. k.A. - k.A. 
E7 3x ++ k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. 
NC NC -  -  -  -  -  k.A. -  -  - 
A
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g
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Abkürzungsverzeichnis 
% Prozent 
* Signifikant mit p ≤ 0,05 
** Hoch signifikant mit p ≤ 0,01 
*** Höchst signifikant mit p ≤ 0,001 
* g „times gravity“  
< kleiner  
> Größer 
°C  Grad Celsius 
Ab  „antibody“ 
ABTS  2,2'-Azino-di-(3-ethylbenzthiazolin)-6-sulfonsäure 
ADCC „antibody-dependent cellular cytotoxicity“ 
ADEPT „antibody directed enzyme prodrug therapy“ 
ADP Adenosindiphosphat 
AF Anreicherungsfaktor 
AGT O-6-Alkylguanin-DNA-Alkyltransferase 
ALL Akute lymphatische Leukämie 
AML Akute myeloische Leukämie 
Amp Ampicillin 
AmpR Ampicillin-Resistenzgen 
APS Ammoniumperoxodisulfat 
AS Aminosäure 
ATCC „American Type Culture Collection“ 
ATP Adenosintriphosphat 
ATRA all-trans-Retinoinsäure 
BCA „bicinchoninic acid“ 
bcl-2 „B-cell lymphoma 2“ Protein 
BGH „bovine growth hormone“ 
BG Benzylguanin 
BSA bovines Serumalbumin 
CD „cluster of differentiation“ 
CDR „complementarity determining region“ 
cfu  „colony forming unit(s) “ 
CH Konstante Region der schweren Kette 
cKIT Tyrosinkinase KIT 
CL  Konstante Region der leichten Kette 
CLL Chronische lymphatische Leukämie 
CML Chronische myeloische Leukämie 
CMV Cytomegalovirus 
CpG Cytosin-Phosphat-Guanin 
CR „complete remission“ 
CTL „cytotoxic T-lymphocyte“ 
Da  Dalton 
DAB 3,3„-Diaminobenzidin 
Abkürzungsverzeichnis V 
DAPI 4′,6-Diamidin-2-phenylindol 
ddH2O Aqua bidestillatus 
ddNTP Didesoxyribonukleosidtriphosphat 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA  „Deoxyribonucleic acid“ 
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat 
DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
DT Diphtherietoxin 
DTT Dithiothreitol 
DZ Dendritische Zelle 
E Extinktion 
E. coli  Escherichia coli 
ECL  „enhanced chemiluminescence“ 
EDTA „ethylendiamintetraacetic acid“ 
EF-2 eukaryotischer Elongationsfaktor-2 
eGFP „enhanced green fluorescent protein“ 
EGFR „epidermal growth factor receptor"“ 
EKS Enterokinasestelle 
ELISA „enzyme-linked immunosorbent assay“ 
ER Endoplasmatisches Retikulum 
ETA Exotoxin A 
EU „Endotoxin units“ 
Fab „fragment antigen binding“ 
FAB „French-American-British“ 
FACS „fluorescence activated cell sorting“ 
Fc  „fragment crystallizable“ 
FFPE Formalin-fixiert Paraffin-eingebettet 
FITC Fluoresceinisothiocyanat 
FKS Fötales Kälberserum 
FL-1 Fluoreszenz-Kanal 1 
FLT3 „Fms-like tyrosine kinase 3“ 
FLT3L „Fms-related tyrosine kinase 3 ligand“ 
FPLC „fast protein liquid chromatography“ 
FSC „forward scatter“ 
Fv „variable fragment“ 
g Gramm 
gIII Gen für das Phagen-Hüllprotein pIII 
GFP „green fluorescent protein“ 
GM-CSF „granulocyte macrophage colony-stimulating factor“ 
GvHR „graft-versus-host-reaction“ 
GvL „graft-versus-leukemia“ 
h Stunden 
HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 
His  Histidin 
HLA humanes Leukozytenantigen 
HRP „horseradish peroxidase“ 
HSZT Hämatopoetische Stammzelltransplantation 
Abkürzungsverzeichnis VI 
IC50 „half maximal inhibitory concentration“ 
IFN Interferon 
IgG Immunglobulin G 
IL Interleukin 
IMAC Immobilisierte Metallionen-Affinitätschromatographie 
INF Interferon 
IPTG Isopropyl-β-D-thiogalaktopyranosid 
IRES interne ribosomale Eintrittssequenz 
ISO „International Organization for Standardization“ 
IT Immuntoxin 
IVS „intervening sequence“ 
Kan Kanamycin 
KanR Kanamycin-Resistenzgen 
kb Kilobasen 
KBE Koloniebildenden Einheit 
L Liter 
LAK Lymphokin aktivierte Killerzellen 
LB lysogeny broth 
m Meter 
M Molarität (mol/L) 
mAb „monoclonal antibody“ 
MF Membranfragment 
MFI mittlere Fluoreszenzintensität 
min  Minuten 
MOI „multiplicity of infection“ 
MRC „Medical Research Council“ 
MRD „minimal residual disease“ 
mRNA „messenger“ Ribonukleinsäure 
MYC „myelocytomatosis oncogen“ 
NAD Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid 
NF-ᴋ B „nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells“ 
Ni-NTA Nickel-Nitrilotriessigsäure 
NK-Zellen Natürliche Killerzellen 
OD optische Dichte 
pIII Phagen-Hüllprotein pIII 
pVI Phagen-Hüllprotein pVI 
pVII Phagen-Hüllprotein pVII 
pVIII Phagen-Hüllprotein pVIII 
pIX Phagen-Hüllprotein pIX 
P. aeruginosa Pseudomonas aeruginosa 
PBMC „peripheral blood mononuclear cell“ 
PBS „phosphate buffered saline“ 
PBST „phosphate buffered saline“ mit 0,05 % (v/v) Tween 20 
PCR „polymerase chain reaction“ 
PEG  Polyethylenglycol 
pelB Pektatlyase B 
PenStrep Penicillin/Streptomycin Antibiotika Kombination 
Abkürzungsverzeichnis VII 
Pfu  Pyrococcus furiosus 
PI Propidiumiodid 
PML  Promyelozyten-Gen 
PMS Phenazinmethosulfat 
RARα „retinoic acid receptor alpha“-Gen 
RBS Ribosomenbindungsstelle 
rpm „revolutions per minute“ 
RPMI Roswell Park Memorial Institute 
RT  „room temperature“ 
s Sekunden 
scFv  „single chain fragment variable“ 
SDS-PAGE „sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis“ 
SEER „Surveillance Epidemiology and End Results“ 
SSC „sideward scatter“ 
SV „simian virus“ 
t Translokation 
T7 pro T7 Promotor 
T7 term T7 Terminator 
TAA Tumorassoziiertes Antigen 
TAG „amber“ Stopcodon 
Taq Thermus aquaticus 
TEMED Tetramethylethylendiamin 
TNF Tumornekrosefaktor 
Tris  Trishydroxymethylaminomethan 
TSA Tumorspezifisches Antigen 
V Volt 
v/v „volume per volume“ 
v/w „volume per weigth“ 
VH  Variable Region der schweren Kette 
VL  Variable Region der leichten Kette 
w/v „weight per volume“  
WHO „World Health Organization“ 
XTT 2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-((phenylamino)carbonyl)-2H-
tetrazoliumhydroxid 
ZeoR Zeocin-Resistenzgen 
α alpha 
β beta 
γ gamma 
Ω Ohm 
  Nukleotide 
 A Adenin 
C Cytosin 
G Guanin 
T Thymin 
  Vorsätze 
 
Abkürzungsverzeichnis VIII 
f  femto 
k  kilo 
m  milli 
M  Mega 
μ  mikro 
n  nano 
p  pico 
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